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DISC Complejo inductor de señales de  muerte (del inglés, death inducing signalling 
complex) 
DMEM del ingles, Dubelco’s modified Eagle’s medium 
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XX 
DMSO Dimetilsulfóxido  
DNA Ácido desoxirribonucléico (del inglés, Deoxyribonucleic acid) 
DR Receptor de muerte (del inglés, Death Receptor) 
DTT Ditiotreitol  
ECDH E-Caderina. 
ECL Reactivo quimioluminiscente (del inglés, Enhanced chemiluminiscence) 
EDTA Ácido etilendiaminotetracético 
EGF Factor de crecimiento epidérmico (del inglés, Epidermal Growth Factor) 
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
eIF2 Factor de iniciación de la traducción eIF2 (del inglés, Eucariotic Translation 
Initiation Factor 2) 
EMT Transición epitelio-mesénquima (del inglés, Epithelial to Mesenchymal 
Transition) 
EMT-TF 
Factor de transcripción inductor de transición epitelio mesénquima (del inglés, 
Epithelial to Mesenchymal Transition-Transcription Factor) 
ERAD (del inglés, ER-Associated Degradation) 
ERK Quinasa regulada por señales intracelulares (del inglés, Extracellular Signal 
Regulated Kinase) 
FADD Dominio de muerte asociado a Fas (del inglés, Fas-Associated Death Domain) 
FBS Suero fetal bovino (del inglés, foetal bovine serum) 
FITC Isotiacinato de fluoresceína (del inglés, Fluorescein isothiacyanate) 
FLIP Proteína inhibidora de Caspasa-8 (del inglés, FLICE‐caspase-8 Inhibitory 
protein) 
GADD34  (del inglés, Growth Arrest and DNA Damage-inducible 34) 
GAPDH Gliceraldheido 3-fosfato deshidrogenasa (del inglés, GlycerAldehyde-3-
Phosphate DeHydrogenase) 
GFP Proteína verde fluorescente, (del inglés, Green Fluorescent Protein) 
HRP Peroxidasa de rábano (del inglés, Horseradish peroxidase) 
hTERT Transcriptasa reversa de la telomerasa humana (del inglés, human TElomerase 
Reverse Transcriptase) 
IAP Proteínas inhibidoras de apoptosis (del inglés, Inhibitor of Apoptosis Proteins) 
IF Inmunofluorescencia (del inglés, ImmunoFluorescence) 
IRE-1 del inglés, Inositol REquiring protein‐1 
JNK Quinasa N‐terminal de c‐Jun (del inglés, c‐Jun N‐terminal Kinase) 
KDa Quilodaltons 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógeno (del inglés, Mitogen‐ activated protein 
kinase) 
Mcl-1 del inglés, Mieloide cell leucemia sequence 1 
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MOMP Permeabilización de la membrana mitocondrial externa (del inglés, 
Mitochondrial outer membrane permeabilization) 
mTOR Diana de rapamicina en mamíferos (del inglés, Mammalian target Of 
Rapamycin) 




NT Células no tratadas, sin tratamiento 
OPG Osteoprotegerina 
p70-S6K Quinasa de la proteína ribosomal S6 (del inglés, 70 kDa ribosomal protein S6 
Kinase 1) 
PARP Poli-ADP-ribosa polimerasa 
PBS Tampón fosfato (del inglés, Phosphate-buffered saline) 
PCD Muerte celular programada (del inglés, Programmed Cell Death) 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, Polimerase Chain Reaction) 
PERK del inglés, protein kinase (PKR)‐like ER kinase 
PI Ioduro de propidio (del inglés, propidium Iodide) 
PI3K Fosfatidilinositol 3‐quinasa (del inglés, Phosphatidylinositol 3‐ Kinase) 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsoulfonilo (del inglés, Phenylmethyl sulphonyl fluoride) 
PS Fosfatidilserina  (del inglés, Phosphatidilserine) 
PUMA Modulador de apoptosis regulado por p53 (del inglés, p53-Upregulated 
Modulator of Apoptosis) 
RE Retículo Endoplasmático 
RIP1 Proteína de interacción con el receptor (del inglés, Receptor interacting 
protein 1) 
RNA Ácido ribonucleico (del inglés, Ribonucleic acid)  
RNAm Ácido ribonucleico mensajero  
RNase Ribonucleasa (del inglés, Ribonuclease) 
ROS Especies reactivas de oxígeno (del inglés, reactive oxygen species) 
rpm Revoluciones Por Minuto 
RTK Receptor con actividad tirosín quinasa (del inglés, Receptor Tyrosine Kinase) 
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XXII 
RT-PCR Transcripción reversa de ARN y amplificación de ADN por Reacción en Cadena 
de la Polimerasa (del inglés, Reverse Transcriptase-Polymerase-Chain Reaction) 
shRNA del inglés, Short hairpin RNA 
siRNA RNA de interferencia (Small interfering RNA)  
TA Temperatura ambiente 
TAE Tris-acetato-EDTA  
TE Tris- EDTA 
TG Tapsigargina 
TGF-β Factor de crecimiento transformante-β (del inglés, Transforming Growth 
Factor β) 
TGFβR1 Receptor 1 del factor de crecimiento transformante 
TN Tunicamicina 
TNF Factor de necrosis tumoral (del inglés, Tumor Necrosis Factor) 
TRADD Dominio de muerte asociado al receptor de TNF (del inglés, TNF Receptor-
Associated Death Domain) 
TRAF Factor asociado al receptor de TNF (del inglés, TNF Receptor‐ Associated 
Factor) 
TRAIL Ligando inductor de apoptosis de la familia de TNF (del inglés, TNF Related 
Apoptosis Inducing Ligand) 
TRAIL-R Receptor de TRAIL 
UPR Respuesta a proteínas mal plegadas (del inglés, Unfolded Protein Response) 
XBP1 del inglés, X-box Binding Protein‐1 
μg Microgramo  
μl Microlitro  
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RESUMEN 
El santo grial de la terapia frente al cáncer es encontrar un agente que elimine específica y 
eficientemente células tumorales, con poca o ninguna repercusión en células normales. A mediados 
de los años 90, el descubrimiento simultáneo de la molécula endógena de APO2L/TRAIL por el 
laboratorio de Ashkenazi en Genentech (Pitti et al. 1996) y el laboratorio de Ray Goodwin’s en 
Immunex (Wiley et al. 1995) supuso una revolución en la aplicación de los ligandos de muerte a la 
clínica. APO2L/TRAIL es un ligando de muerte de la superfamilia de TNF, capaz de inducir 
selectivamente apoptosis en un amplio rango de células tumorales sin afectar a las células normales 
y que además, tanto en solitario como en combinación con quimioterapia, mostraba una significativa 
actividad antitumoral en modelos murinos xenoinjertados de cáncer.   
Desafortunadamente y a pesar de los prometedores resultados preclínicos, su aplicación en ensayos 
clínicos ha sido decepcionante, debido en parte a la aparición de resistencia en tumores primarios y a 
la poca actividad de un rhTRAIL soluble de características farmacocinéticas subóptimas. Por otra 
parte, son muchas las incógnitas por resolver relativas al papel fisiológico de TRAIL en la progresión 
tumoral y los mecanismos responsables de la resistencia de células no tumorales y tumores primarios 
al tratamiento con TRAIL. 
En esta tesis hemos estudiado los mecanismos que controlan la diferente sensibilidad de células 
normales y tumorales de mama, al ligando de muerte celular APO2L/TRAIL. En este sentido, hemos 
demostrado que tanto en células humanas epiteliales de mama como en líneas tumorales, TRAIL 
activa rutas de señalización no apoptóticas (MAPK/ERK y PI3K/AKT) de manera dependiente de 
caspasa-8 y describimos la existencia de un papel diferencial de la activación de estas rutas sobre la 
apoptosis inducida por TRAIL. En líneas no tumorales, la inhibición prolongada de las ruta de 
MAPK/ERK y PI3K/AKT previo al tratamiento con TRAIL, incrementa los niveles de cFLIP(L) a nivel de 
RNAm y de proteína, bloqueando la apoptosis. En contraposición, el tratamiento simultáneo con 
inhibidores específicos de ambas rutas de quinasas y TRAIL favorece la formación del DISC y potencia 
la sensibilidad de las células. En cuanto al papel de la activación de estas rutas de señalización en 
líneas tumorales demostramos que su función es únicamente anti-apoptótica y que se produce una 
regulación diferencial de los niveles de cFLIP que no se encuentran transcripcionalmente regulados 
por Myc, poniendo de manifiesto la existencia de mecanismos diferenciales de regulación de la 
sensibilidad a la muerte celular inducida por TRAIL. 
En esta línea hemos descrito, cómo la sobreexpresión del oncogén ErbB2/Neu/Her2 en células 
humanas epiteliales de mama, induce un proceso de transformación tumoral que promueve la 
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adquisición de características mesenquimales e invasivas y una mayor sensibilidad a la apoptosis 
inducida por TRAIL. Sin embargo, observamos que esta mayor sensibilidad a TRAIL es independiente 
del estado mesenquimal de las células MCF10A pNeuT, así como de la proteína E-caderina y del EMT-
TF Snail. Asimismo, y de acuerdo con datos previos mostrados en esta tesis, observamos que existe 
una regulación de la sensibilidad a TRAIL mediada por las rutas de MAPK/ERK, PI3K/AKT, de manera 
que la desregulación de estas rutas como consecuencia de la activación constitutiva del receptor de 
ErbB2 incrementa la apoptosis inducida por TRAIL. 
Además, hemos demostrado que TGF-β impide la sensibilización a TRAIL mediada por EGF de células 
no tumorales epiteliales de mama a través de la activación de dos mecanismos independientes que 
implican la disminución en la superficie celular y posterior acumulación intracelular del receptor 
proapotótico TRAIL-R2/DR5 y la inducción de autofagia citoprotectora. Ambos mecanismos son 
necesarios y colaboran en  la inhibición por TGF-β de la apoptosis inducida por TRAIL revelando una 
regulación por EGF y TGF-β de la sensibilidad de células epiteliales de mama no tumorales a TRAIL 
que podría ser relevante durante la morfogénesis.   
Finalmente, analizamos el papel del sistema TRAIL en el destino celular tras estrés en el retículo 
endoplásmico (RE) y determinamos el mecanismo de apoptosis implicado en la muerte diferencial de 
líneas tumorales de mama triple negativas (TNBC) frente a líneas tumorales luminales. De esta 
manera, demostramos que la sensibilidad a la muerte por estrés en el RE de líneas TNBC se debe por 
un lado a una mayor activación de la ruta de PERK/ATF4/CHOP que provoca un incremento en los 
niveles totales y en la superficie celular de TRAIL-R2/DR5 lo que conduciría a una mayor activación de 
caspasa 8 que, junto con la presencia de unos niveles basales mayores de proteínas BH3-only como 
Noxa, favorece la inducción de apoptosis en estas células. Por último, nuestros resultados indican 
que cFLIP es una proteína fundamental en la regulación del destino celular en respuesta a estrés en 
el RE y actualmente estamos interesados en conocer el mecanismo responsable de la regulación de 
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1. Mecanismos de muerte celular. 
El desarrollo y homeostasis de los organismos depende de un balance entre la supervivencia y la 
muerte celular, lo que en términos generales significa que no hay vida sin muerte y delimitar el 
proceso de transición entre ambos acontecimientos es una tarea compleja, incluso si el organismo de 
estudio es la unidad básica de la vida: la célula.   
En 1842, Carl Vogt observaba y describía por primera vez el proceso de muerte celular en la espina 
dorsal y el cartílago adyacente de anfibios. De este modo, los primeros histólogos reconocían células 
que morían, detallando incluso morfologías que se corresponden con lo que actualmente 
denominamos apoptosis (Clarke & Clarke 1996). Sin embargo este proceso era considerado un 
evento pasivo y no fue hasta 1950 cuando A. Glücksmann catalogó los distintos tipos de muerte 
celular de acuerdo con su función, estableciendo aspectos comunes y reproducibles de la muerte 
celular como actividad biológica (Glücksmann 1951). Las primeras observaciones de muerte celular 
regulada se produjeron en la década de los 60 cuando el biólogo celular  Richard A Lockshin que 
trabajana en el laboratorio de Carroll M. Williams, describió el daño que se producía en los músculos 
intersegmentales de los gusanos de seda durante la metamorfosis y denominó a este proceso como 
Muerte Celular Programada (PCD, del inglés Programmed Cell Death) (Lockshin & Williams 1964). 
Simultáneamente, el embriólogo  John W Saunders Jr, reconocía también la existencia de patrones 
reproducibles de muerte celular en embriones de pollo (Saunders 1966). De esta manera, fueron los 
hallazgos de Saunders’s y Lockshin’s los que supusieron la primera contribución al conocimiento 
actual de la PCD, enunciando la posibilidad de la regulación de la muerte celular y centrando su 
atención en los mecanismos genéticos y bioquímicos de este proceso (Lockshin & Zakeri 2001). Una 
década después, Schweichel and Merker describieron en embriones de ratón tratados con diferentes 
toxinas, la existencia de tres tipos de muerte celular con distintas características morfológicas, 
estableciendo así la primera clasificación (Schweichel & Merker 1973) 
- Muerte celular de tipo I: caracterizado por la condensación de la cromatina, la retracción de 
pseudópodos, la reducción del citoplasma, la fragmentación nuclear y la división sin pérdida 
de integridad física o “blebbing” de la membrana plasmática y fagocitosis de la célula 
(apoptosis). 
- Muerte celular de tipo II:  caracterizada por una masiva vacuolización del citoplasma 
(autofagia) 
- Muerte celular de tipo III:  caracterizada por no presentar ninguna de las manifestaciones 
anteriores (necrosis)  
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Esta clasificación basada en la morfología celular ha sido tradicionalmente empleada, hasta que en 
2012 , el Comité de Nomenclatura de Muerte Celular (Nomenclature Commitee on Cell Death, NCCD) 
propuso sustituirla por una nueva clasificación más objetiva, basada en parámetros bioquímicos 
cuantitativos (Galluzzi et al. 2012) .  
Desde  un punto de vista general, la muerte celular implica una degeneración permanente e 
irreversible de las funciones celulares vitales. Sin embargo, debido a la ausencia de un único evento 
bioquímico que pueda ser considerado como punto de no retorno, el NCCD propone que una célula 
se considerará muerta cuando presente alguna de la siguientes características moleculares o 
morfológicas (Kroemer et al. 2009; Galluzzi et al. 2012; Galluzzi et al. 2014): 
- Permeabilización y pérdida de función permanente de la membrana plasmática como 
barrera. 
- Fragmentación celular completa dando lugar a los comúnmente denominados cuerpos 
apoptóticos. 
- Fagocitosis y posterior degradación lisosomal. 
Por otro lado, la NCCD propone clasificar los distintos tipos de muerte en dos grandes grupos, 
mutuamente excluyentes: Muerte Celular Accidental (ACD) o Muerte Celular Regulada (RCD). 
 La Muerte Celular Accidental (ACD), se produce por acción severa de agentes físicos, químicos o 
mecánicos y no requiere la intervención de ninguna maquinaria molecular específica. Esto provoca 
que no pueda ser prevenida o modulada y por tanto no constituye una diana de estudio para el 
desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas. En contraposición, la Muerte Celular Regulada 
(RCD) implica una maquinaria molecular genéticamente codificada y por tanto puede ser alterada 
mediante el uso de herramientas farmacológicas o genéticas. Además, esta RCD es a menudo 
consecuencia de una respuesta adaptativa incapaz de restaurar la homeostasis del microambiente 
celular, por lo que mejorar la respuesta adaptativa de las células al estrés también permite regular 
este tipo de muerte.  La RCD será denominada Muerte Celular Programada (PCD) cuando se 
produzca durante el desarrollo embrionario o postembrionario, la homeostasis tisular y las 
respuestas inmunes (Galluzzi et al. 2014).  
A continuación, describimos las principales modalidades de muerte celular regulada: Apoptosis, 
autofagia y Necroptosis.  Sin embargo, existen otros tipos de muerte celular descritos recientemente 
(Galluzzi et al. 2014; Galluzzi et al. 2012; Kroemer et al. 2009). 
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1.1. Apoptosis. 
La apoptosis es un mecanismo de muerte celular empleado por organismos multicelulares, mediante 
el cual, una célula anormal que pone en riesgo la vida del organismo, es autodegradada de manera 
estrictamente regulada, segura y sin provocar daño a las células colindantes (Taylor et al. 2008; 
Ashkenazi 2008). Este proceso tiene un papel fundamental durante el desarrollo, el envejecimiento y 
como mecanismo homeostático que permite mantener el equilibrio entre las poblaciones celulares 
de los tejidos. Asimismo, la apoptosis constituye un mecanismo de defensa que permite la 
eliminación de células que han sido irreparablemente dañadas (Elmore 2007).  
El término apoptosis (a-po-toe-sis) fue empleado por primera vez en 1972 en el clásico artículo de 
Kerr, Wyllie and Currie, para describir un tipo de muerte celular morfológicamente distinto a los 
entonces conocidos, caracterizado por la condensación de la cromatina, la fragmentación nuclear y el 
“blebbing” de la membrana plasmática (Kerr et al. 1972).  
Durante los siguientes años se fueron caracterizando diferentes mecanismos bioquímicos implicados 
en este tipo de muerte, tales como la fragmentación nuclear de la cromatina en fragmentos de 180 
pares de base, la translocación de la fosfatidilserina (PS) de la cara interna a la externa de la 
membrana plasmática y la existencia de proteínas implicadas en el reconocimiento y fagocitosis de 
las células apoptóticas (Wyllie et al. 1980; Fadok et al. 1992). Sin embargo, no fue hasta los estudios 
realizados con el nematodo Caenorhabditis elegans, cuando se describió el mecanismo de la 
apoptosis, revelando todo un programa genético que es ejecutado de manera ordenada (Ellis & 
Horvitz 1986; Ellis & Horvitz 1991). La apoptosis fue entonces reconocida como un tipo de muerte 
celular programada (PCD) y poco tiempo después se describió el mecanismo apoptótico en diversos 
modelos animales  (Yuan et al. 1993), demostrando que el proceso de apoptosis que tiene lugar en 
mamíferos es similar al descrito en C.elegans aunque mucho más complejo (Degterev & Yuan 2008). 
En la actualidad, podemos describir los eventos morfológicos y bioquímicos que se producen durante 
un prototípico proceso de apoptosis. El primer evento que se hace visible tras la iniciación del 
proceso de apoptosis es la condensación del citosol y la compactación de la cromatina dando lugar a 
unos agregados densos que se deslocalizan y desplazan hacia la membrana celular.  
En segundo lugar, endonucleasas actúan sobre la cromatina, cortando el DNA en fragmentos de 
aproximadamente 180 pb. En paralelo, el retículo endoplasmático se dilata originando unas vesículas 
que tienden a fusionarse con la membrana celular, adquiriendo una morfología tipo burbuja 
conocida como “blebbing”. 





Figura 1: Etapas del proceso de apoptosis.  
 
Finalmente, la células se divide en los denominados “cuerpos apoptóticos”, los cuales son 
rápidamente reconocidos por los macrófagos y otras células vecinas, gracias a la exposición de 
señales de tipo “eat me” en la parte externa de la membrana celular, promoviendo su fagocitosis 
(Figura 1). De este modo, se impide la liberación de material citosólico al espacio extracelular que 
provocaría la inducción de una respuesta inflamatoria (Wyllie et al. 1980; Fadok et al. 1992; Taylor et 
al. 2008). 
Entre las señales de tipo “eat me” encontramos, la exposición del fosfolípido fosfatidilserina (PS) en 
la cara externa de la membrana plasmática. La PS se encuentra estrictamente localizada en la cara 
interna de la membrana celular. Sin embargo, en etapas tempranas del proceso de apoptosis, se 
transloca a la cara externa permitiendo el reconocimiento por los macrófagos (Fadok et al. 1992; 
Fadok et al. 1998; Fadok et al. 2001; Schlegel & Williamson 2001). La anexina I es otra molécula que 
se expone en la superficie de la célula apoptótica. Además, se pueden producir modificaciones en 
proteínas de membrana como ICAM-3 y CD31, así como cambios en la composición de azúcares y en 
la carga eléctrica de la superficie celular  (Henson et al. 2001; Grimsley & Ravichandran 2003). 
El proceso de apoptosis como sistema de eliminación de células que deben ser reemplazadas, que no 
se necesitan más o que han sido irreparablemente dañadas, le proporciona un papel fundamental 
durante el desarrollo y mantenimiento de los tejidos. Por ello, alteraciones en el mecanismo de 
apoptosis se encuentran directamente relacionadas con diversas patologías. 
Una excesiva apoptosis contribuye al desarrollo de patologías entre las que se encuentran 
desórdenes neurodegenerativos como el Alzheimer o el Huntington’s, cardiovasculares como las 
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isquemia cardiaca y daños renales. Contrariamente, un defecto en la apoptosis supone un factor 
clave en el desarrollo de enfermedades autoinmunes y cáncer, favoreciendo la progresión tumoral.  
Por todo esto, la manipulación de la apoptosis posee un importante potencial terapéutico, que ha 
sido ampliamente desarrollado en el campo de la investigación del cáncer con la búsqueda de 
agentes antitumorales que no solo inhiban el crecimiento del tumor sino que induzcan la propia 
regresión de éste (Ashkenazi 2008). 
1.1.1. Caspasas. 
El mecanismo de apoptosis se encuentra principalmente caracterizado a nivel molecular por la 
activación de caspasas, responsables de todos los cambios morfológicos, mencionados previamente, 
que caracterizan este tipo de muerte celular (Green & Llambi 2016). 
Las caspasas (del inglés, Cysteine-dependent ASPartate-directed ProteASES) son una familia de 
proteasas con cisteína en el centro activo con especificidad por los residuos de ácido aspártico, muy 
conservadas evolutivamente (Green 2016) y ampliamente reconocidas por su papel en el control de 
la muerte celular y la inflamación (Shalini et al. 2015). 
I. Estructura y clasificación. 
En humanos, existen 11 genes que codifican para 11 caspasas, de la caspasa 1-10 y la caspasa 14 que 
sólo se expresa en queratinocitos (Pistritto et al. 2002). En células sanas, las caspasas se encuentran 
como enzimas precursoras en estado inactivo (zimógenos), denominadas pro-caspasas con poca o 
ninguna actividad enzimática (Taylor et al. 2008).  
Tradicionalmente, las caspasas humanas se han dividido en 2 grandes subgrupos bien diferenciados 
funcionalmente: Las caspasas pro-inflamatorias (caspasas -1, -4, -5, -11, -12) que regulan la 
maduración de las citoquinas durante el proceso inflamatorio y las caspasas pro-apoptóticas 
(caspasas -2, -3, -6, -7, -8, -9, -10) las cuales inician y ejecutan el proceso de apoptosis. Las caspasas 
pro-apoptóticas se dividen a su vez en caspasas iniciadoras (caspasas -2, -8, -9, -10) y caspasa 
efectoras (caspasas -3, -6, -7).  No obstante, en los últimos años, numerosas evidencias han 
demostrado que el papel de las caspasas no se limita a la inducción de apoptosis sino que también 
participan en la activación de otros tipos de muerte celular (necrosis, autofagia y piroptosis) y en 
procesos no relacionados con la muerte celular como la migración y proliferación celular, la 
regeneración de tejidos y la diferenciación (Shalini et al. 2015; Pop & Salvesen 2009; Li & Yuan 2008).  
Estructuralmente, las caspasas están formadas por una subunidad grande (p20) y una subunidad 
pequeña (p10). El centro catalítico se sitúa en la subunidad p20 y contiene un residuo de cisteína (Cys 
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285), que forma parte de una secuencia de 5 aminoácidos muy conservados “QACXG”. El  sitio de 
unión al sustrato lo forman tanto la subunidad p20 como la p10, pero el residuo determinante para 
la especificidad del sustrato lo contiene la subunidad p10 (Fuentes-Prior & Salvesen 2004).  
La principal diferencia estructural entre caspasas iniciadoras y caspasas efectoras es que las caspasas 
iniciadoras poseen un prodominio N-terminal de gran tamaño (aproximadamente 100 aminoácidos), 
que contiene unas secuencias características de aminoácidos que permite establecer las 
interacciones homotípicas con otras proteínas que contengan los mismo dominios.  
Estos dominios se denominan dominios CARD (del inglés, CAspases-Recruitment Domain) para las 
caspasas -2 y -9 y dominio DED (del inglés, Death Effector Domain) en las caspasas -8 y -10. Por su 
parte, las caspasas efectoras presentan un extremo N-terminal de menos tamaño (menor de 30 
aminoácidos) y no contiene dominios DED o CARD (Pop & Salvesen 2009) (Figura 2). 
 
 
Figura 2: Estructura de las caspasas apoptóticas.  Adaptado de “Caspases in apoptosis and beyond”  (Li & Yuan 2008) 
 
 
Las caspasas reconocen en sus sustratos una secuencia de al menos cuatro aminoácidos P4-P3-P2-P1 
y cortan después del aminoácido carboxi-terminal, el P1, que es un residuo de Aspártico. El residuo 
P3 suele ser glutámico, y los residuos P2 y P4 son variables, por lo que la secuencia de especificidad 
de corte de una caspasa puede ser X-Glu-X-Asp. Los aminoácidos de la enzima que se unen al 
sustrato y  que, por tanto, reconocen la secuencia P4-P3-P2-P1 se denomina S4-S3-S2-S1. S1 y S3 son 
residuos muy conservados en las diferentes caspasas, al contrario que S2 y S4, que varían 
significativamente entre las caspasas y originan las diferentes especificidades por el sustrato en las 
posiciones P2 y P4 (Li & Yuan 2008). 
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II. Mecanismos de activación 
La activación del zimógeno se produce mediante un proceso estrechamente regulado de 
oligomerización y proteólisis. En primer lugar se produce una reorganización espacial de las 
subunidades grandes y pequeña y posteriormente se separan por proteólisis  las subunidades  y se 
elimina el prodominio, dando lugar a hetero-tretámeros de 4 subunidades dos p20 y dos p10 (Figura 
3). Sin embargo, aunque las conformaciones de los zimógenos de las caspasas iniciadoras y efectoras 
son similares, los mecanismos implicados en la activación de éstas son diferentes. 
 
Figura 3: Estructura y mecanismo de activación de caspasa iniciadoras y efectoras.  Adaptado de “ Mitochondria and cell 
death: outer membrane permeabilization and beyond”  (Tait & Green 2010). 
 
Caspasas Iniciadoras: Activación por dimerización. 
En estado basal, las caspasas iniciadoras son monómeros inertes que requieren una 
homodimerización para su activación.  De este modo, tras un estímulo apoptótico, se induce el 
ensamblaje de las denominadas plataformas de activación, formadas por proteínas adaptadoras que 
se unen específicamente a los dominios DED o CARD de las pro-caspasas iniciadoras reclutándolas.   
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Cada caspasa iniciadora tiene su propia plataforma de activación. El DISC (del inglés: Death Inducing 
Signalling Complex) recluta y activa a la caspasa-8 y -10. El Apoptosoma activa a la caspasa-9, y el 
PIDDosoma  está implicado en la activación de la caspasa-2 en respuesta al daño al DNA (Figura 4). 
El reclutamiento fuerza un incremento en la concentración local de caspasas que favorece la 
dimerización por proximidad e induce su activación. Este modelo propone que, la dimerización 
induciría un cambio conformacional que permite la formación del sitio activo y la unión de los 
sustratos, incluso en ausencia de los cortes proteolíticos. De hecho, la proteólisis interna no activa a 
estas caspasas sino que es un evento secundario que favorece la estabilización del dímero activo y la 
señalización pro-apoptótica (Salvesen & Dixit 1999; Pop & Salvesen 2009).  
Por su parte, la ausencia de proteólisis se ha relacionado con la participación de las caspasas en 






Figura 4: Plataformas de 
activación de las caspasa 
iniciadoras.  Adaptado de “ 
Celullar mechanisms 
controlling caspase activation 
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Caspasas efectoras: Activación por proteólisis. 
Las caspasas efectoras existen ya como homodímeros inactivos, que son reconocidas y cortadas por 
las caspasas iniciadoras activas (Figura 3), induciendo un reordenamiento estructural que hace 
accesible el sitio catalítico favoreciendo así la interacción con sus sustratos y la señalización 
apoptótica (Fuentes-Prior & Salvesen 2004; Pop & Salvesen 2009; Li & Yuan 2008) 
III. Mecanismos de regulación. 
Una vez activadas, las caspasas efectoras pueden cortar cientos de sustratos distintos (Crawford & 
Wells 2011). Sin embargo, el número de sustratos susceptibles de ser procesados por las caspasas 
iniciadoras es muy limitado (autoprocesamiento, BID y caspasas efectoras), lo que permite minimizar 
las probabilidades de inicio de un proceso apoptótico descontrolado.  
Por otro lado, debido a que los procesamientos ejecutados por las caspasas son de carácter 
irreversible, el proceso de activación de éstas se encuentra estrictamente controlado por diferentes 
mecanismos que implican modificaciones post-traduccionales e interacciones con proteínas 
moduladoras que pueden potenciar o suprimir su actividad (Parrish et al. 2013). 
Fosforilación: Se han descrito múltiples quinasas capaces de fosforilar caspasas. Por ejemplo, 
en respuesta a factores de crecimiento, AKT y ERK son capaces de fosforilar a caspasa-9 e inhibir su 
activación y en consecuencia la apoptosis o durante la mitosis la quinasa dependiente de ciclinas 
CDK1 puede fosforilar a la caspasa 9 en el residuo Treonina 125 e impedir la señalización de 
apoptosis (Li & Yuan 2008; Allan & Clarke 2009). Del mismo modo, se ha descrito que caspasa -2,  en 
condiciones en las que la células presenta unos buenos niveles de NADPH, puede ser fosforilada por 
CaMKII en su dominio CARD impidiendo su asociación en el PIDDosoma. Cuando los niveles de 
NADPH disminuyen, caspasa-2 es desfosforilada por la proteína fosfatasa PP1, permitiendo su 
activación en el PIDDosoma (Nutt et al. 2009). También se han descrito numerosas quinasas capaces 
de fosforilar directamente a caspasa-8. CDK1 durante la mitosis fosforila a caspasa-8 en la Serina387 
inhibiendo el procesamiento y activación de ésta (Matthess et al. 2010). Las fosforilación por p38 
MAPK inhibe la caspasa activa y protege a los neutrófilos de la muerte inducida por activación de 
CD95/FAS (Alvarado-Kristensson et al. 2004). Del mismo modo, la fosforilación por RSK2 promueve la 
degradación de caspasa -8 e inhibe la muerte inducida por FAS en células HeLa (Peng et al. 2011). 
Además, caspasa-8 también puede ser fosforilada directamente por tirosina quinasas. Tras 
estimulación del receptor de EGF con EGF, Src quinasa fosforila a caspasa 8 en la tirosina380 
inhibiendo la activación de caspasa-8 y la apoptosis inducida por FAS (Cursi et al. 2006). 
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Ubiquitinación: Se ha descrito que tras la unión del ligando de muerte TRAIL, caspasa-8 es 
poli-ubiquitinada en el DISC por la E3 ubiquitín ligasa CUL3 y que esta ubiquitinización es necesaria 
para su completa activación (Jin et al. 2009). Por otro lado se ha descrito que la subunidad p20 de la 
caspasa-9 activa puede ser poli-ubiquitinada por la E3 ubiquitín ligasa XIAP, aunque no se conoce con 
certeza el papel de esta Ubiquitinación en el control de la progresión del proceso de apoptosis 
(Morizane et al. 2005). Caspasa -3, también puede ser modificada por Ubiquitinación. Recientemente 
se ha descrito que cIAP, ubiquitina una forma intermedia procesada de las caspasa -3, induciendo la 
degradación por el proteasoma de la caspasa efectora e incrementando la resistencia al ligando de 
muerte TRAIL (Choi et al. 2009). 
Además de las modificaciones post-traduccionales, podemos encontrar proteínas capaces de 
interaccionar directamente con las caspasas  modificando su activación o actividad enzimática y 
afectando positiva o negativamente la inducción de apoptosis. Es el caso de los IAPs y FLIP. 
- IAPS: Proteínas inhibidoras de la apoptosis. 
Es una familia de proteínas muy conservadas durante la evolución  que pueden inhibir directamente 
a tanto a las caspasas iniciadoras como a las efectoras. En humanos se han descrito ocho miembros 
de esta familia: NAIP, XIAP, c-IAP1, c-IAP2, survivina, ML-IAP, ILP2 y Apollon . 
Estas proteínas se caracterizan por la presencia de al menos un dominio BIR (del inglés, Baculoviral 
IAP Repeat) fundamental para la actividad inhibidora de caspasas y la interacción con otras proteínas. 
Algunas proteínas IAPs presentan también un dominio RING (del inglés, Really Interesting New Gene) 
que le confiere la función de E3 ubiquitín-ligasa que permite marcar a las caspasas para su 
degradación por el proteasoma (Riedl & Shi 2004).  
XIAP es el miembro de la familia de los IAPs mejor caracterizado que posee 3 dominios BIR en su 
extremo N-terminal y un dominio RING en el c-terminal. XIAP inhibe por interacción específica y 
directa a través de sus dominios BIR a la caspasa iniciadora 9 y a las caspasas efectoras -3 y -7 
(Eckelman et al. 2006). Por otra parte, se ha descrito que cIAP1 puede unirse e inhibir a la caspasa -9 
activa en el apoptosoma impidiendo la activación de la pro-caspasa -3 (Burke et al. 2010). 
- cFLIP: Proteína “decoy” o trampa 
Las proteínas “decoy “o trampa conforman otro de los mecanismos de regulación de la activación de 
las caspasas. Son proteínas estructuralmente similares a las caspasas que compiten por la unión a las 
proteínas adaptadoras en las plataformas de activación. Por tanto, no actuarían inhibiendo 
directamente a las caspasas sino más bien impidiendo su activación. 
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El ejemplo más conocido es la proteína cFLIP (del inglés FLICE-Like Inhibitory Protein) denominada así 
por su elevada homología con la caspasa-8 (originalmente conocida como FLICE), con la cual compite 
para unirse a la proteína adaptadora FADD en el DISC, impidiendo así la formación de homodímeros 
de caspasa 8 necesarios para su completa activación (Pop & Salvesen 2009).  
Clásicamente se ha considerado que los componentes principales que forman el DISC se encuentran 
en proporciones 1:1. Sin embargo, recientemente se ha descrito un modelo alternativo de la 
estructura de DISC, en el que las proporciones de TRAIL-R:FADD:Caspasa-8/cFLIP son 3:1:9. De este 
modo, las moléculas de caspasa-8 interaccionarían secuencialmente a través de sus DED, originando 
una cadena de activación de caspasa, cuya longitud puede variar dependiendo del tipo celular. Este 
modelo sugiere que se requiere más de un receptor para un reclutamiento eficiente de FADD y que 
múltiples procaspasas-8 deben ser reclutadas en el DISC a través de una única proteína adaptadora  
(Laura S. Dickens et al. 2012) 
En mamíferos se han identificado hasta 13 isoformas diferentes de cFLIP generadas por splicing 
alternativo, sin embargo, solo tres se han detectado a nivel de proteínas. Son la isoforma larga de 55 
KDa y corta de cFLIP de 26 KDa (cFLIPL y cFLIPS respectivamente) (Djerbi et al. 2001) y una tercera 
isoforma aislada de la línea celular Raji (cFLIPR) de 24KDa (Golks et al. 2005). 
Estructuralmente, las 3 isoformas contienen dos dominios DED similares a los de la porción N-
terminal de las caspasa-8 y -10 que permiten el reclutamiento al DISC. Por su parte, cFLIPL, posee 
además un dominio homólogo al de la actividad proteasa de la caspasa-8 pero catalíticamente 
inactivo por carecer del residuo de cisteína esencial para esta actividad (Tschopp et al. 1998; Irmler 




Figura 5: Regulación de la actividad caspasa-8 por 
cFLIP.  Adaptado de “cFLIP regulation of lymphocyte 
activation and development” (Budd et al. 2006) 
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El papel anti-apoptótico de las proteínas cFLIPS y cFLIPR se encuentra bien definido (Irmler et al. 
1997; Golks et al. 2005; Krueger et al. 2001). Sin embargo, la función de cFLIPL resulta más 
controvertida pues el balance entre los niveles basales de esta proteína y caspasa-8, determina la 
señalización apoptótica o no-apoptótica derivada de la activación de los receptores de muerte 
(Figura 5). Mientras que la sobrexpresión de cFLIPL protege a las células de la apoptosis, la expresión 
ectópica de niveles más bajos puede favorecer la activación de caspasa 8 e inducir apoptosis 
(Micheau et al. 2002).  
Además y en base al nuevo modelo de DISC mencionado anteriormente, recientemente se ha 
descrito un nuevo mecanismo que explica cómo las isoformas de cFLIP son reclutadas en el DISC y 
pueden controlar de manera diferencial la activación de caspasa-8 y el destino celular (Hughes et al. 
2016).  Así, en contraste con lo que actualmente se consideraba, las isoformas de cFLIP no estarían 
directamente compitiendo con la procaspasa-8 por la unión a FADD sino que en primer lugar se 
produciría la unión de procaspasa8 a FADD, promoviendo el reclutamiento de cFLIP vía 
heterodimerización con la procaspasa-8 y la activación de la procaspasa-8 dependerá de la 
composición del heterodímero procaspasa8: cFLIP(L)/cFLIP(S). De este modo, el heterodímero pro-
caspasa-8:cFLIP(L), posee cierta actividad enzimática local que permite la activación del DISC 
promoviendo el reclutamiento de múltiples moléculas de pro-caspasa-8 mediado por DED. En 
contraste, el heterodímero heterodímero pro-caspasa-8:cFLIP(s), no presenta actividad enzimática y 
bloquea la activación de caspasa-8. Además, niveles elevados de xFLIP (L) o (S) inhiben la activación 
del DISC al bloquear la formación de las cadenas de caspasa-8 (Hughes et al. 2016). 
1.1.2 Rutas de apoptosis. 
Desde un punto de vista bioquímico, la apoptosis se define como un tipo de RCD dependiente de 
caspasas que puede iniciarse de manera intracelular (intrínseca) o extracelular (extrínseca).  
I. Ruta apoptótica mitocondrial o intrínseca 
La apoptosis intrínseca se produce como respuesta a un daño celular provocado por condiciones de 
estrés intracelular: daño al DNA, estrés oxidativo, saturación de calcio en el citosol y acumulación de 
proteínas mal plegadas en el retículo endoplasmático entre otros.  
Independientemente del estímulo que desencadene el proceso de apoptosis intrínseca, el evento 
crítico del que depende esta ruta es, la permeabilización de la membrana mitocondrial externa 
(MOMP, del inglés Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization), que provoca la pérdida 
irreversible del potencial de membrana mitocondrial y la liberación de un conjunto de proteínas 
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proapoptóticas que inducen la activación de las caspasas 9 y 3 y con ello la muerte celular (Galluzzi et 
al. 2012; Galluzzi et al. 2014). 
Cuando se activa la ruta apoptótica mitocondrial, los miembros pro-apoptóticos de la familia Bcl-2: 
Bax y Bak, crean poros en la membrana mitocondrial externa que permiten la formación de canales 
mitocondriales inducidos por apoptosis (MAC, del inglés Mitochondrial apoptosis-induced channel) 
que darán lugar a la MOMP y que permitirá la liberación de citocromo-c al citosol donde se unirá a la 
proteína adaptadora Apaf-1 (del inglés, Apoptosis protease-activating factor-1) induciendo el 
reclutamiento de la pro-caspasa-9. La unión de estos elementos permite la conformación de un 
complejo multiproteico denominado apoptosoma (Henry-Mowatt et al. 2004), en el que se producirá 
la activación de la caspasa-9 que activará a las caspasas efectoras -3, -6 y -7 permitiendo la muerte de 
la célula (van Loo et al. 2002). 
La mitocondria también puede liberar al citosol una proteína denominada Smac/DIABLO (del inglés, 
Second Mitochondrial Activator of Caspases/Direct IAP-Binding protein with LOw PI) que induce 
apoptosis de manera indirecta bloqueando la actividad de miembros de la familia de los IAPs (van 
Loo et al. 2002) 
No obstante, los principales reguladores de la activación de esta vía son los miembros de la familia de 
proteínas Bcl-2. La activación de la ruta intrínseca altera el equilibrio entre los miembros pro y anti-
apoptóticos de esta familia, que controlan la integridad de la membrana mitocondrial externa y con 
ello la apoptosis. 
- Proteínas de la familia Bcl-2 
En vertebrados, la familia Bcl-2 se divide en 2 grupos funcionalmente opuestos: Los miembros pro-
apoptóticos y los anti-apoptóticos. La mayoría de las células expresan varias proteínas Bcl-2 pro y 
anti-apoptóticas y es la regulación de sus interacciones lo que determina que la célula sobreviva o 
muera por apoptosis (Figura 6). 
Las proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas, cuyos principales componentes son: Bcl-2, Bcl-w, Bcl-XL, Mcl-1 
y Bfl1/A1. Tienen la función de mantener la integridad de la membrana mitocondrial externa 
mediante la inhibición directa de las proteínas Bcl-2 pro-apoptóticas y se caracterizan por contener 4 
dominios homólogos (BH1-4). Por lo general  se localizan en la membrana externa mitocondrial, 
aunque también podemos encontrarlos en el citosol o en la membrana del retículo endoplasmático. 
Las proteínas Bcl-2 pro-apoptóticas se dividen a su vez en dos subgrupos en función de los dominios 
BH que posean:  
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- Las proteínas Bcl-2  multidominio o efectoras: Bax y Bak. Ambas presentan dominios 
transmembrana que les permite insertarse establemente en la membrana mitocondrial 
externa y dominios estructurales que facilitan la oligomerización y la formación de poros en 
ésta y la MOMP. 
- Las proteínas BH3-only o iniciadoras, que a su vez se subdividen en: 
I.  Sensibilizadoras: Bad, Noxa. Únicamente tienen habilidad para interaccionar con las 
proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas. 
II. Activadoras directas: Bid, Bim y Puma. Pueden interaccionar tanto con las proteínas 
Bcl-2 anti-apoptóticas como con las efectoras induciendo directamente la 
oligomerización de Bak y Bax y MOMP (Chipuk et al. 2010). 
 
Figura 6: Estructura e interacciones entre los miembros de la familia Bcl-2  Adaptado de “Mechanisms by which Bak and 
Bax permeabilise mitocondria during apoptosis”y “Deciphering the rules of programmed cell death to improve therapy of 
cáncer and other disease” (Dewson & Kluck 2009; Strasser et al. 2011) 
 
El evento central que permite la iniciación de la apoptosis es la activación de Bak y Bax en la 
membrana mitocondrial externa. Bax se encuentra mayoritariamente localizado en el citosol y Bak se 
encuentra inactivo y anclado en la membrana mitocondrial externa. De este modo, en respuesta a un 
estímulo apoptótico, se produce la homo-oligomerización y activación de Bax y Bak que conducirá a 
la permeabilización de la membrana mitocondrial externa y a la liberación de citocromo-c al citosol. 
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Sin embargo, el mecanismo concreto por el cual Bax se transloca a la mitocondria y las proteínas pro-
apoptóticas Bcl-2 son activadas y liberadas de los miembros anti-apoptóticos de la misma familia 
sigue generando controversia, existiendo 3 modelos teóricos no excluyentes que tratan de explicarlo. 
Brevemente, el modelo de activación directa propone que cierta proteínas BH3-only activadoras 
directas (Bim, Bid y Puma) interaccionan directamente e inducen cambios conformacionales en Bax y 
Bak activándolas de forma que las BH3-only sensibilizadoras (Bad y Noxa) podrían unirse solo a los 
miembros Bcl-2 anti-apoptóticos. En este modelo, la función de los miembros anti-apoptóticos 
inhiben la muerte celular porque se unen y secuestran a los miembros BH3-only activadores y a los 
efectores Bax y Bak. De este modo, los BH3-only sensibilizadores compiten por la unión a las 
proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas liberando así a los activadores directos para que ejerzan su función 
sobre Bax y Bak (Westphal et al. 2011). 
Por su parte, el modelo de activación indirecta propone que las proteínas Bax y Bak se encuentran 
siempre unidas a los miembros Bcl-2 anti-apoptóticos que estarían impidiendo su activación. Tras un 
estímulo apoptótico, las proteínas BH3-only se unirían a los miembros anti-apoptóticos de la familia, 
liberando a Bax y Bak y permitiendo su oligomerización (Willis et al. 2007). 
Por último el modelo unificado, incorpora componentes de cada modelo y propone que las 
proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 impiden la permeabilización de la membrana mitocondrial externa 
de dos formas: secuestrando a las proteínas BH3-only activadoras y secuestrando a las proteínas 
efectoras Bax y Bak una vez activadas (Llambi et al. 2011) 
II. Ruta apoptótica extrínseca 
El término apoptosis extrínseca hace referencia a un tipo de muerte celular apoptótica que se induce 
en respuesta a señales de estrés extracelular que son detectadas y transmitidas al interior celular 
mediante receptores transmembrana específicos.  
Generalmente, la unión del ligando de muerte (FAS/CD95L, TNFα y TRAIL) a sus receptores de 
muerte (FAS/CD95, TNFR1 y TRAIL-R(1-2) respectivamente) induce la activación de una plataforma de 
activación de caspasas iniciadoras que provocará en última instancia la muerte celular.  
Todos estos receptores, pertenecen a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). 
Son proteínas transmembrana tipo I, estructuralmente divididas en una región extracelular (N-
terminal) compuesta de dos a cuatro dominios ricos en cisteína (CRD, del inglés cystein Rich Domain) 
implicados en la unión específica con el ligando, una región transmembrana y una región intracelular 
(C-terminal) que posee unos dominios específicos denominados Dominios de Muerte (DD, del inglés 
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Death Domain), formados por aproximadamente 80 aminoácidos que son esenciales para la 
transmisión de la señal y actúan como sitios de unión que permiten el reclutamiento de las proteínas 
adaptadoras (Ashkenazi & Dixit 1998). 
Los ligandos de muerte o ligandos de la familia de TNF, son proteínas transmembrana tipo II 
expresadas como monómeros. Estructuralmente, el extremo C-terminal se localiza en el espacio 
extracelular, y se compone de una región de 150 aminoácidos denominada dominio de homología a 
TNF o THD (del inglés, TNF-Homology Domain) que permite la unión al receptor (Bodmer et al. 2002).  
Los receptores de la familia de TNF se encuentran fisiológicamente localizados en la superficie celular 
como complejos oligoméricos pre-ensamblados formando homo-trímeros. Estas interacciones se 
producen a través de dominios extracelulares específicos ricos en cisteínas denominados PLAD (del 
inglés, Preligand Assembly Domain) localizados en el primer CRD del receptor (Clancy et al. 2005; 
Chan 2007).  De hecho, la eliminación de esta región PLAD, afecta a la unión de TNF con TNF-R1, lo 
que sugiere un papel importante del proceso de pre-ensamblaje, necesario para la correcta 
interacción ligando-receptor (Clancy et al. 2005; Siegel et al. 2000)  
De este modo, la unión del homo-trímero de ligandos de muerte a 3 moléculas de receptor produce 
un cambio conformacional que permite el reclutamiento de las proteínas adaptadoras intracelulares, 
caracterizadas por presentar un dominio de muerte (DD, del inglés Death Domain) a través del cual 
tendrá lugar la interacción homotípica con los dominios DD de los receptores. Las proteínas 
adaptadoras mejor conocidas son FADD (del inglés, Fas Associated Death Domain) para 
FasL/CD95L/Apo1L y Apo2L/TRAIL y TRADD (del inglés, TNF-R Associated Death Domain) para TNF. 
Las proteínas adaptadoras, a través de su dominio DED (del inglés, Death Effector Domain) 
interaccionarán con los dominios DED de las caspasas iniciadoras -8 y -10, formando en el caso de 
FasL/CD95L/Apo1L y Apo2L/TRAIL el complejo inductor de muerte o DISC (del inglés, Death Inducing 
Signalling Complex) y en el caso de TNF, el complejo señalizador del receptor de TNF o TNF-RSC (del 
inglés, TNF-reReceptor Signalling Complex) (Figura 7) (Chinnaiyan et al. 1995; Gonzalvez & Ashkenazi 
2010). En estos complejos, se produce la activación de las caspasas -8 y -10 mediante procesos de 
corte y homo-dimerización (descritos en el apartado 1.1.1, pag 7).  
Una vez en el citosol, las caspasas -8 y -10 activas van directamente a cortar y activar a las caspasas 
efectoras (principalmente a la caspasa-3) o a la proteína BH3-only: Bid, generando un Bid truncado 
(t-Bid) (Li et al. 1998; Luo et al. 1998), que va actuar como nexo entre la ruta extrínseca e intrínseca 
induciendo la dimerización de Bax y Bak en la superficie de la membrana mitocondrial, lo que 
promueve la MOMP que permitirá la liberación de citocromo-c y SMAC/DIABLO, la formación del 
apoptosoma y la activación de caspasa-9 (Kantari & Walczak 2011) (Figura 7).   



















Figura 7: Rutas de apoptosis intrínseca y extrínseca.  Adaptado de “Ubiquitylation in apoptosis: a post-translational 
modification at the edge of the life and death “ (Vucic et al. 2011) 
 
Ambos mecanismos difieren en la complejidad y en el tipo de respuesta principal que median. El 
complejo señalizador de TNF: TNF-RSC, señaliza fundamentalmente para rutas pro-inflamatorias a 
través de la activación de NFκB, JNK o MAPK (Walczak 2011). Por su parte el DISC, tiene como 
principal función la inducción del proceso de apoptosis (Bodmer, Holler, et al. 2000; Peter 2000). Sin 
embargo, es importante destacar que tanto TNF-RSC como el DISC pueden inducir señalización pro-
inflamatoria, apoptótica o necroptótica en función del contexto celular o de situaciones en las que 
las señales apoptóticas no son lo suficientemente fuertes o se encuentran inhibidas (Laura S. Dickens 
et al. 2012; van Raam & Salvesen 2012; Oberst & Green 2011). 
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Por último, se han establecido dos tipos celulares en función de cómo señalizan los receptores de 
muerte para apoptosis. Las células de tipo I, en las que la activación de la caspasa -8 en el DISC 
puede activar directamente a las caspasas efectoras y no requiere de la activación de la ruta 
mitocondrial. Por su parte, en las células de tipo II, la activación de las caspasa -8 en el DISC no sería 
suficiente y requeriría la colaboración y activación de la ruta mitocondrial para incrementar la señal y 
activar a las caspasas efectoras e inducir apoptosis. Esto puede deberse a una débil actividad 
caspasa-8 o a un elevado nivel de IAPs en la célula, que requiere de la inhibición por la proteína 
SMAC/Diablo (Rudner et al. 2005; Ozören & El-Deiry 2002).  
1.2. Autofagia. 
El término autofagia proviene del griego y significa comer (fagia) a uno mismo (auto) y hace 
referencia al proceso catabólico evolutivamente muy conservado, por el cual una célula recicla todos 
sus constituyentes (Yang & Klionsky 2010).  
La autofagia contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular, ya que los metabolitos 
generados en los lisosomas o las vacuolas como resultado de este proceso, serán de nuevo 
empleados como fuente de precursores y energía para la síntesis de nuevas macromoléculas (Boya et 
al. 2013; Ravikumar et al. 2010). Por lo que además de degradar el contenido intracelular de 
proteínas de vida media larga u orgánulos dañados, también en condiciones de estrés, puede formar 
parte de una respuesta adaptativa que permita la producción de nutrientes y energía (Yang & 
Klionsky 2010).   
La autofagia desempeña un papel fundamental en el desarrollo de numerosos procesos fisiológicos, 
que abarcan desde la adaptación ante la privación de nutrientes, el desarrollo y la diferenciación 
celular, la degradación de estructuras aberrantes, el reciclado de orgánulos dañados, la inmunidad 
innata y adquirida, la supresión de tumores, el envejecimiento y la muerte celular (Mizushima et al. 
2008; Levine & Kroemer 2008). Por ello, son muchos los procesos patológicos (enfermedades 
metabólicas, trastornos neurodegenerativos, enfermedades infecciosas y cáncer) asociados con 
alteraciones de la ruta autofágica.  Por esta razón, se están desarrollando diferentes aproximaciones 
farmacológicas que permitan modular este proceso. Este es el caso de la inducción de la autofagia en 
procesos neurodegenerativos como el Huntington’s o la inhibición de la autofagia como estrategia 
para el tratamiento del cáncer (Kourtis & Tavernarakis 2009; Rubinsztein et al. 2012) 
En la actualidad, en función de cómo es liberada la carga en el lisosoma, distinguimos entre 3 tipos 
de autofagia: Macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas o CMA (Figura 8).  
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- La macroautofagia comúnmente conocida como autofagia, supone la formación de vesículas 
de doble membrana que secuestran contenido citoplasmático que posteriormente será 
liberado al lisosoma para su degradación y reciclaje (Yang & Klionsky 2010). 
- La microautofagia, implica exponer el contenido citoplasmático directamente a la superficie 
de los lisosomas por invaginación, protusión y/o septación de la membrana limitante 
lisosomal 
- Por último, en la autofagia mediada por chaperonas o CMA, proteínas que portan la 
secuencia de pentapéptidos “KFERQ” son reconocidas por la chaperona Hsp70, la cual es 
asociada con la proteína integral de membrana lisosomal, LAMP-2A permitiendo su 




Figura 8: Tipos de autofagia.  
Adaptado de “Emerging 
regulation and functions of 






1.2.1 Mecanismo de autofagia. 
La autofagia es un proceso muy conservado desde levaduras hasta mamíferos y la maquinaria 
bioquímica que controla y ejecuta el proceso de autofagia es extremadamente compleja y bien 
regulada. El descubrimiento fundamental que supuso el mayor impulso para el desarrollo de este 
campo, fue la identificación en levaduras de los genes que regulan la autofagia (Tsukada & Ohsumi 
1993) que posteriormente serían denominados como ATG (del inglés, AuTophagy related Genes) 
(Yang & Klionsky 2010), que permitieron describir toda maquinaria responsable de este proceso y por 
lo que Yoshinori Ohsumi ha sido galardonado con el permio Nobel de Medicina en 2016. 
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El proceso por el cual se forman las vesículas autofágicas tiene lugar en 5 etapas muy conservadas: 
Iniciación o nucleación, elongación, cierre, maduración y degradación (Figura 9). 
La primera etapa de la autofagia denominada de Iniciación o nucleación, comienza con la formación 
en la zona del Trans-Golgi, de una estructura de doble membrana lipídica denominada Fagóforo que 
comenzará a envolver el material citoplasmático (cargo) que va a ser degradado. En mamíferos, se ha 
descrito que esta doble membrana puede proceder de distintos orígenes como membrana 
plasmática, Golgi, retículo endoplasmático y mitocondria (Lamb et al. 2013; Hamasaki et al. 2013) y 
en cualquier caso debe estar enriquecida en PtdIns3P (fosfatidilinosiltol 3-fosfato) necesario para el 
reclutamiento de proteínas autofágicas (Koyama-Honda et al. 2013). 
Para la iniciación o nucleación del autofagosoma son necesarios 2 complejos: PI3KC3 y ULK1. 
El complejo PI3KC3 (complejo III fosfoinositol 3 quinasa), está formado por Vps34, Vps15, Atg14 y 
Beclina-1. Vps34 es una PI3K quinasa de clase III, que fosforila al fosfatidil-inositol convirtiéndolo en 
PtdIns3P, que es el indicador del origen de la formación del fagóforo y el que permite el 
reclutamiento de las proteínas que van a dar lugar a la formación del autofagosoma temprano 
(Abada & Elazar 2014). 
El complejo ULK1 (quinasa 1 tipo unc-51) comprende a las proteínas (FIP200, Atg13 y Ulk1). mTOR 
(del inglés, Mammalian Target of Rapamycin), es una quinasa serina/treonina perteneciente a la 
familia de PIKK considerado el principal sensor nutricional de la célula y uno de los reguladores 
negativos de la autofagia. En condiciones de estrés, mTOR se inactiva y Ulk1 es liberado, auto-
fosforilándose y fosforilando a Atg13, al que se une permitiendo la interacción de Ulk1 con FIP200 y 
la inducción de la formación del fagóforo (Jung et al. 2009). Debido a que Ulk1 está localizado en la 
superficie de los lisosomas para interaccionar con mTOR, se ha sugerido que Ambra-1 es fosforilado 
por Ulk1 lo que promueve el desplazamiento del complejo ULK1 hacia el sitio de formación del 
fagóforo. De este modo, Ulk1 transmite la información sobre el estado metabólico de la células 
sensado por mTOR, hasta la maquinaria de autofagia (Di Bartolomeo et al. 2010). 
La segunda etapa y tercera etapa denominadas de elongación y cierre, consisten en la formación 
completa de la estructura del autofagosoma y en ella participan fundamentalmente dos sistemas de 
conjugación de tipo ubiquitina fuertemente interconectados: Atg5-Atg12-Atg16 y LC3. 
La primera reacción implica la conjugación de Atg5-Atg12-Atg16, Atg12 (proteína de tipo ubiquitina) 
es activado por Atg7 (enzima E1 ubiquitina-activadora), transferido a Atg10 (enzima E2 ubiquitina 
conjugadora) y finalmente conjugado con Atg5 originando el complejo Atg5-Atg12 que interaccionará 
con el complejo Atg16L1. Este complejo es esencial para la elongación del fagóforo, del cual se 
disociará cuando el autofagosoma se haya formado. 
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El segundo sistema supone la conjugación de la proteína asociada a microtúbulos 1 LC3 con PE 
(Fosfatidil-Etanolamina). LC3 experimenta una modificación post-traduccional que implica el corte 
del extremos C-terminal por la proteasa Atg4B que origina la forma LC3I citosólica que será activada 
por Atg7, transferida a Atg3 y junto con el sistema Atg5-Atg12-Atg16, LC3I será fosfolipidado con PE 
originando lo que denominamos LC3II que será insertado en la membrana del fagóforo permitiendo 
la expansión y cierre del mismo y originando el autofagosoma al que permanecerá asociado durante 
toda su vida media (Sarkar 2013). 
 
 
Figura 9: Mecanismo de autofagia en mamíferos  Adaptado de “Eaten alive: a history of macroautophagy“ (Yang & Klionsky 
2010) 
 
En la cuarta etapa denominada de maduración, implica la fusión de los dos extremos de la doble 
membrana constituyendo el Autofagosoma maduro. Por otro lado, una vez el autofagosoma se ha 
formado, puede fusionarse con endosomas tardíos (cuyo contenido también será degradado) 
originado los Anfisomas. Ambos, serán posteriormente fusionados con los lisosomas y formarán los 
Autolisosomas (Figura 9).  
  III- INTRODUCCIÓN 
 
28 
Estos eventos de fusión implican varias proteínas. Rubicon y UVRAG son proteínas que se unen a 
Beclina1 regulando la maduración de los autofagosomas y el transporte endocítico. El complejo 
Beclina1-Vps34-Vps15-UVRAG potencia la maduración de los autofagosomas mientras que la adición 
al complejo de la proteína Rubicon inhibe este proceso. Además, los eventos de fusión con los 
endosomas tardíos y los lisosomas están mediados por las proteínas Rab7, ESCRTs (del inglés, 
Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) y SNAREs (Factores de unión a proteínas 
receptoras sensibles a N-etanolamida)(Sarkar 2013). 
Por último, la quinta etapa de degradación o reciclado que supone la degradación del contenido 
secuestrado en el interior del autofagosoma y que depende de proteasas ácidas lisosomales. El 
complejo SNARE-syntaxin 5 regula el transporte de retículo endoplasmático al aparato de Golgi a 
través de una ruta secretora que es esencial para la actividad de las proteasas lisosomales como las 
catepsinas que van a permitir la degradación autofágica (Renna et al. 2011). La inhibición de la 
función proteolítica del lisosoma previniendo la acidificación lisosomal (por ejemplo con 
Bafilomicina-A o Cloroquina) o inhibiendo la actividad proteasa (con leupeptina o E65d) retrasa la 
maduración del autofagosoma y la eliminación del cargo autofágico (Klionsky et al. 2012) 
1.2.2 Muerte celular autofágica. 
La autofagia es generalmente considerada como un mecanismo de supervivencia, por lo que su 
denominación como un tipo de muerte celular (muerte celular de tipo II)  suele deberse a un intento 
fallido de superar un estrés letal (Green & Llambi 2016).  Por lo tanto, en función del estímulo así 
como de la intensidad y duración del mismo, se produce un punto de no retorno en el cual los daños 
en la célula son tan importantes que es incapaz de volver a su estado fisiológico basal y como 
consecuencia se produce la muerte celular autofágica (Gozuacik & Kimchi 2004).  
La muerte celular autofágica se caracteriza por la ausencia de la condensación de la cromatina y una 
masiva vacuolización (vacuolas, autofagosomas y autolisosomas) del contenido citoplasmático. 
Además, suele producirse una considerable movilización de lípidos en forma de vesículas o lipid 
droplets y una dilatación del retículo endoplasmático y las cisternas del aparato de Golgi (Kroemer et 
al. 2009).  
No obstante, la existencia del término muerte celular autofágica es en la actualidad una cuestión de 
debate en la comunidad científica. Así, aunque no hay discrepancias en la existencia de una masiva 
vacuolización y adquisición de una morfología de muerte celular autofágica que puede inhibirse 
tanto farmacológica como genéticamente, si hay discrepancias en cuanto a los términos que se 
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deben emplear para hacer referencia a este tipo de muerte: Muerte con autofagia o muerte como 
consecuencia de la autofagia.  
Los defensores del término muerte con autofagia, hacen referencia a que tanto la acumulación de 
una número excesivo de autofagosomas como el hecho de sobrepasar  el punto de no retorno, es 
suficiente para provocar un colapso metabólico que va a matar a la célula. En este caso, la inhibición 
de la autofagia no alteraría el destino de la célula: la muerte, aunque si podría retrasarla y modificar 
las características morfológicas de la célula que se está muriendo. En contraposición, los defensores 
de la muerte como consecuencia de la autofagia, aseguran que muchos de los procesos de muerte 
que ocurren en el organismo (durante el desarrollo embrionario o la homeóstasis tisular) son 
consecuencia de una autofagia selectiva y directa frente a estructuras vitales de la células que hace 
que esta entre en apoptosis o en necroptosis, en este caso, la inhibición del proceso de autofagia si 
alteraría el destino celular favoreciendo la supervivencia de la célula (Kroemer & Levine 2008). 
1.2.3 Conexión entre apoptosis y autofagia. 
Numerosos estudios han mostrado que la apoptosis y la autofagia se encuentran interconectadas en 
diferentes puntos. La relación funcional entre ambos procesos es compleja en el sentido de que en 
función de las circunstancias, la autofagia puede constituir un mecanismo de adaptación al estrés 
que evita la muerte celular (suprime la apoptosis), mientras que en otros contextos, la autofagia 
puede constituir un mecanismo alternativo de muerte e incluso ambos procesos pueden ser 
inducidos en respuesta a las mismas señales iniciadoras lo que puede resultar en una combinación de 
apoptosis y autofagia o suponer un cambio de una respuesta a otra de forma mutuamente 
excluyente (Maiuri, Zalckvar, et al. 2007; Baehrecke 2005). 
Todo esto implica que a nivel molecular ambos mecanismos deben compartir elementos y rutas de 
señalización en los que se establecen puntos de regulación, que van a permitir vincular o polarizar la 
respuesta celular confiriendo una ventaja evolutiva a la célula que permite responder a una señal de 
estrés de un modo más controlado y preciso (Rubinstein & Kimchi 2012). 
Se ha propuesto que la conexión entre la apoptosis y la autofagia se produce a distintos niveles que 
pueden clasificarse en tres paradigmas distintos (Figura 10): 
I. Regulación de la apoptosis por proteínas específicas de autofagia y viceversa. 
En este apartado se muestra como proteínas de autofagia regulan de manera directa la ruta 
apoptótica por interacción con componentes de la maquinaria apoptótica y por tanto, solo la 
inhibición o eliminación genética de ese gen de autofagia en concreto afectará a la respuesta 
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apoptótica ya que en la mayor parte de los casos ni la formación de los autofagosomas ni la función 
autolisosomal es necesaria. 
- Sistema de conjugación Atg5-Atg12. 
Anteriormente, hemos descrito como Atg5 y Atg12 juegan un papel fundamental en la formación del 
autofagosoma. No obstante, además de su papel fundamental en autofagia, se ha descrito que estas 
dos proteínas también poseen de manera independiente un papel fundamental en la inducción de la 
apoptosis en respuesta a diferentes señales de estrés. 
En células apoptóticas, Atg5 es procesado por calpaínas, liberándose un Atg5 truncado de 24kDa es 
translocado a la mitocondria donde interacciona con la proteína anti-apoptótica Bcl-xl y favorece la 
liberación de citocromo-c (Yousefi et al. 2006). Por otra parte, se ha descrito que Atg12 es necesario 
para la activación de caspasas en respuesta a diferentes estímulos apoptóticos. Atg12 presenta un 
dominio BH3 a través del cual puede interaccionar e inhibir a las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y 
Mcl1 promoviendo la apoptosis (Rubinstein et al. 2011). 
- Complejo Beclina-1-Vps34 y Bcl-2 
Este complejo es un regulador central de la autofagia por debajo de mTOR, necesario para el 
reclutamiento de proteínas de autofagia en los sitios de formación del autofagosoma. La Beclina-1 
fue originariamente descrita como una proteína de interacción con Bcl-2 o Bcl-xl a través de su 
dominio BH3 inhibiéndose la autofagia (Pattingre et al. 2005). Aun así, ni la unión Beclina-1-Bcl-2 ni la 
sobrexpresión de Beclina-1 induce apoptosis por neutralización, ya que a pesar de la unión, Bcl-2 
mantiene su actividad antiapoptótica (Maiuri, Le Toumelin, et al. 2007; Ciechomska et al. 2009). 
Además, se ha descrito que tras la inducción de apoptosis, Beclina-1 es cortada en sitios específicos 
por caspasas (Rubinstein & Kimchi 2012). Debido a que también son cortadas muchas otras proteínas 
de autofagia, se ha sugerido que el corte de la Beclina-1 se produciría como un mecanismo de 
inhibición de la autofagia citoprotectora en células destinadas a morir. Además, el producto C-
terminal generado por el corte de la Beclina-1 se va a localizar en la mitocondria favoreciendo la 
liberación de citocromo-c, induciendo apoptosis en respuesta a una retirada de factores de 
crecimiento (Wirawan et al. 2010). 
Por otro lado, se ha descrito que en condiciones basales, Bcl-2 está constitutivamente unido a 
Beclina-1, permitiendo tan solo unos niveles basales de autofagia. En respuesta a condiciones 
inductoras de autofagia, Bcl-2 se disociaría de Beclina-1 permitiendo un incremento de la autofagia 
(Pattingre et al. 2005). Se han descrito diferentes mecanismos implicados en la disociación de esta 
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interacción, como por ejemplo: la interacción competitiva de miembros BH3-only con Bcl-2, 
liberando a Beclina-1 para inducir autofagia (Maiuri, Le Toumelin, et al. 2007; Chang et al. 2010; 
Elgendy et al. 2011) o la fosforilación de Bcl-2 por JNK lo que reduce su afinidad por Beclina-1 





Figura 10: Mecanismos 
moleculares implicados en la 
regulación del balance entre 
apoptosis y autofagia.  Adaptado 
de “Life in the balance –a 
mechanistic view of the crosstalk 
between autophagy and apoptosis” 






II. Activación de caspasas en la membrana del autofagosoma. 
Resultados de distintos grupos han mostrado un mecanismo inesperado por el cual la autofagia 
puede contribuir directamente a la inducción de la apoptosis. Este mecanismo consiste en que las 
caspasas pueden ser reclutadas en los autofagosomas los cuales actuarán como plataformas 
intracelulares permitiendo la activación de éstas. 
 Es el caso de la caspasa-8, que puede ser activada en unos complejos tipo DISC ensamblados en las 
membranas de los autofagosomas. La activación de caspasa-8 de manera dependiente de autofagia 
ha sido descrita en respuesta a inhibidores del proteasoma y no requiere de ligando de muerte 
(Laussmann et al. 2011; Young et al. 2012). 
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Se han descrito 2 rutas distintas que permiten el reclutamiento de la caspasa 8 a los autofagosomas 
(Figura 10). En la primera, una caspasa-8 ubiquitinada, se une al SQSTM1/p62 a través del dominio 
de interacción con ubiquitina de p62 lo que permite el reclutamiento de las caspasa-8 al 
autofagosoma a través de una interacción directa entre p62 y LC3. En este proceso, p62 además de 
permitir el reclutamiento de la caspasa-8 va a promover su activación favoreciendo la auto-
oligomerización de las caspasa-8 (que igualmente requerirá de la presencia de FADD). En la segunda 
ruta, caspasa-8 va a ser reclutada en el autofagosoma a través de la interacción entre la proteína 
adaptadora FADD y Atg5. De este modo, ambos escenarios implican una proteína adaptadora que 
media el reclutamiento de la caspasa-8 (p62 o FADD) y una proteína de autofagia que una el 
adaptador con el autofagosoma (p62 o Atg5) (Young et al. 2012).  
 
III. Regulación de la apoptosis por degradación autofágica. 
La capacidad del proceso de degradación por autofagia para controlar la disponibilidad de energía, la 
función de los orgánulos y el reciclaje de proteínas puede también regular la respuesta apoptótica. 
Como ya hemos mencionado anteriormente, la autofagia presenta un papel central para la 
supervivencia celular en condiciones de privación de nutrientes. Por lo tanto, en ausencia de 
autofagia, la apoptosis inducida por este estímulo se ve acelerada (Boya et al. 2005). Este mismo 
mecanismo es el que se produce en respuesta a determinados agentes quimioterapéuticos, de 
hecho, se ha demostrado como la inhibición de la autofagia puede sensibilizar células tumorales a 
una gran variedad de drogas (Kanzawa et al. 2003; Kanzawa et al. 2004).  En este sentido, podemos 
asumir que los procesos dependientes de autofagia que contribuyen al mantenimiento de la 
homeostasis celular podrían estar indirectamente retrasando la entrada en apoptosis a través de, por 
ejemplo, la eliminación de orgánulos dañados y agregados proteicos citotóxicos (Komatsu et al. 
2006). 
Por otro lado, la autofagia puede regular la apoptosis mediante la degradación selectiva de proteínas 
autofágicas.  De este modo, la autofagia podría modificar el equilibrio entre proteínas pro y anti-
apoptóticas regulando la inhibición o inducción de la apoptosis. Así, en células tumorales de colon, 
resistentes a TRAIL se ha descrito que la caspasa-8 activa es específicamente marcada para su 
degradación autofágica, reduciendo así sensibilidad de las células a TRAIL (Hou et al. 2010). 
1.3. Necrosis programada: Necroptosis. 
El proceso de muerte celular conocido como necrosis siempre ha sido considerado un tipo de muerte 
accidental (ACD), producido tras una agresión externa y que no presentaba características 
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morfológicas ni de apoptosis ni de autofagia. Sin embargo, durante los últimos 10 años, numerosas 
evidencias genéticas junto con el desarrollo de inhibidores específicos de necrosis, han permitido 
determinar la existencia de diferentes rutas de necrosis finamente reguladas, redefiniendo el propio 
concepto de necrosis y su papel en la homeostasis celular (Golstein & Kroemer 2007; Vanden Berghe 
et al. 2014; Feoktistova & Leverkus 2015). 
La necrosis regulada se define como un tipo de muerte celular genéticamente controlada y 
morfológicamente caracterizada por una granulación citoplasmática acompañada de un incremento 
en el volumen celular y de los orgánulos: “oncosis”. Estas características morfológicas se observan 
también en otros eventos de muerte celular como la necroptosis, pyronecrosis, oxytosis, ferroptosis, 
Parthanatos, ETosis, NETosis y pyroptosis, que son ahora consideradas como distintos tipos de 
necrosis regulada (Vanden Berghe et al. 2014).  
El término necroptosis fue inicialmente empleado para hacer referencia a un tipo de muerte celular 
no apoptótica, inducida por la unión específica del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) a su receptor 
transmembrana (TNF-R1 o TNF-RSF1A) en condiciones en las que la activación de caspasas se 
encontraba inhibida (Vercammen et al. 1998). Posteriormente se describió que la necroptosis 
requería además de la participación de RIPK1, RIPK3 y MLKL y podía ser inhibida por necrostatina 1 
(Nec1) inhibidor específico de la actividad quinasa de RIP1 (Smith & Yellon 2011; Green et al. 2014). 
En la actualidad sabemos que la necroptosis puede ser también inducida por otros receptores de 
muerte (FAS y  TRAIL-R )(Holler et al. 2000), receptores tipo Toll-like (TLRs) (Kim et al. 2001) e 
infecciones virales (Linkermann & Green 2014; Galluzzi & Kroemer 2008). 
 
No obstante, el modelo de necroptosis mejor estudiado es el inducido por TNFα (Figura 11):  
TNFα se une al TNF-R1 promoviendo la trimerización y formación de un complejo proteico 
denominado Complejo-I. TRADD (del inglés, TNF Receptor Associates Death Domain Protein) se une 
al dominio de muerte intracelular de TNF-R1 y recluta a la proteína quinasa RIP1 (RIPK1) a través de 
los dominios de muerte presentes en ambas proteínas. La proteína adaptadora TRAF2 (del inglés, 
Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 2), también es asociada al complejo y recluta a las 
E3 ubiquitin ligasas c-IAP1 y c-IAP2 responsables de la poliubiquitinación de RIP1 que permite la 
activación de NF-κB que inducirá la transcripción de genes anti-apoptóticos como FLIP, IAP-1 e IAP-2 
(Figura 11A) (Linkermann & Green 2014; Vanden Berghe et al. 2014; de Almagro & Vucic 2015) . 
Por otro lado, si la activación del TNF-R1 coincide con la ausencia de c-IAPS (por antagonistas de IAP), 
con una inhibición de la traducción o con la deubiquitinización de RIP1 por la deubiquitinasa CYLD, 
RIP se translocará a un segundo complejo citoplasmático (Complejo-II).  




El complejo II se compone de la proteína adaptadora FADD, pro-caspasa 8 y FLIP. La isoforma larga 
de FLIP (FLIP L) y la pro-caspasa 8 forman un heterodímero que procesa e inactiva a las proteínas 
RIPK1, RIPK3 y CYLD previniendo la inducción de necroptosis e induciendo apoptosis (Figura 11B) 
(O’Donnell et al. 2007; Bertrand et al. 2008; Feoktistova et al. 2011). 
Sin embargo, si no se produce una activación completa de caspasas o se bloquea su actividad, la 
proteína quinasa RIP3 es reclutada en un complejo de tipo microfilamentoso y se forma lo que 
denominamos necrosoma, responsable de la inducción de la muerte celular necroptótica. Una vez el 
necrosoma se ha formado, RIP1 y RIP3 comienzan una serie de auto y cros-fosforilaciones que van a 
permitir la unión y fosforilación de la pseudoquinasa MLKL (del inglés, Mixed Lineage Kinase-domain 








Figura 11: Necroptosis 
mediada por TNFα: El 
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2. APO2L/TRAIL. 
La molécula endógena de APO2L/TRAIL fue descubierta a mediados de los años 90 por dos 
laboratorios independientes: El laboratorio de Ashkenazi en Genentech (Pitti et al. 1996) y el 
laboratorio de Ray Goodwin’s en Immunex (Wiley et al. 1995). 
APO2L/TRAIL (del inglés, APO2 ligand/TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) es un ligando de 
muerte, miembro de la familia de citoquinas del factor de necrosis tumoral (TNF), inicialmente 
descrito por su capacidad para inducir apoptosis de manera independiente del receptor de Fas y TNF 
(Wiley et al. 1995; Pitti et al. 1996).  
Es una proteína transmembrana de tipo II, que de manera similar a los otros miembros de la familia 
de TNF, puede ser procesada proteolíticamente en su dominio extracelular, liberando un fragmento 
soluble de 24 KDa a la matriz extracelular, que mantiene su actividad (Mariani & Krammer 1998).  
La estructura cristalina de TRAIL interaccionando 
con TRAIL-R2 muestra que (Figura 12), TRAIL forma 
un trímero y cada molécula de receptor 
interacciona con la fisura formada por dos 
monómeros del trímero (Hymowitz et al. 1999; 
Lawrence et al. 2001). Por tanto, la forma activa de 
TRAIL es un homotrímero, que puede unirse a tres 
receptores simultáneamente y que a diferencia de 
otros miembros de la familia de TNF,  presenta un 
átomo de zinc central, que interacciona no-
covalentemente con tres residuos de cisteína 
localizados en la posición 230 de cada monómero 
de TRAIL y que es esencial para su  estabilidad, 
solubilidad y bio-actividad (Bodmer, Meier, et al. 
2000; Trabzuni et al. 2000; Hymowitz et al. 2000). 
 
TRAIL fue inicialmente caracterizado como un ligando de muerte, capaz de inducir selectivamente 
apoptosis en un amplio rango de células tumorales sin afectar a las células normales y que además, 
tanto en solitario como en combinación con quimioterapia, mostraba una significativa actividad 
antitumoral en modelos murinos xenoinjertados de cáncer.  
Figura 12: Estructura cristalina del trímero 
APO2L/TRAIL   unido a tres moléculas de TRAIL-
R2/DR5  Adaptado de  “Directing cáncer cells to self-
destruct with pro-apoptotic  receptor agonists” 
(Ashkenazi 2008) 
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Asimismo, a diferencia de TNF-α y FasL, la administración sistémica de TRAIL es capaz de inducir 
apoptosis en células tumorales sin ninguna toxicidad en órganos o tejidos normales (Ashkenazi et al. 
1999; Walczak et al. 1999). 
Sin embargo, las razones de esta diferencia de sensibilidad, así como su papel fisiológico no se 
encuentran todavía completamente esclarecidas. Numerosos estudios con ratones deficientes  en 
APO2L/TRAIL o TRAIL-R2/DR5 (único receptor pro-apoptótico en ratones) muestran que la 
señalización de TRAIL no es necesaria para el desarrollo embrionario del ratón (Sedger et al. 2002; 
Diehl et al. 2004; Cretney et al. 2002), pero si presentan una mayor sensibilidad a desarrollar 
distintos tipos de enfermedades autoinmunes experimentales como, artritis inducida por colágeno, 
diabetes inducida por estreptotocina y encefalomielitis autoinmune experimental, lo que sugiere que 
la señalización de TRAIL posee un importante papel en la inducción y regulación de la respuesta 
inmune (Lamhamedi-Cherradi et al. 2003; Anel et al. 2007). Todo esto correlaciona con que, aunque 
el RNA mensajero de TRAIL está presente en la mayoría de los tejidos, la proteína se expresa 
principalmente en células del sistema inmune (Mariani & Krammer 1998), como linfocitos, 
monocitos, células dendríticas y células natural killer (NK) dependiendo del estado de estimulación 
(Kayagaki et al. 1999; Fanger et al. 1999; Griffith et al. 1999).  
En cuanto al papel de APO2L/TRAIL en la progresión tumoral se ha observado que los ratones 
deficientes en APO2L/TRAIL o TRAIL-R2/DR5 son más susceptibles a desarrollar tumores inducidos o 
xenoinjertados (Sedger et al. 2002; Cretney et al. 2002; Finnberg et al. 2008). Además, aunque estos 
ratones a edad temprana no desarrollan tumores de manera espontánea, si se ha observado la 
formación de éstos en ratones deficientes en APO2L/TRAIL una vez superada la vida media (Zerafa et 
al. 2005).  Por otro lado, se ha atribuido un papel para TRAIL, más que en el control de los tumores 
primarios, en el desarrollo y control de las metástasis. En este sentido, se ha definido el papel de 
TRAIL en la supresión experimental mediada por NK de metástasis en hígado (Takeda et al. 2001) y 
además, se ha demostrado que ratones deficientes en TRAIL-R2 son más sensibles a desarrollar 
metástasis en nódulos linfáticos en un modelo de carcinoma de piel escamoso (Grosse-Wilde et al. 
2008). Sin embargo, recientemente se ha descrito que la eliminación específica de TRAIL-R2 en 
células tumorales de ratón en un modelo de NSCLC (del inglés, Non Small-Cell Lung Cancer) y PDAC 
(del inglés Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma) inducido por KRAS, reduce el crecimiento del tumor, 
las metástasis directas y prolonga la supervivencia al inhibir la migración, proliferación e invasión de 
las células tumorales (von Karstedt et al. 2015). Estos datos parecen indicar que el papel de TRAIL-R1 
y TRAIL-R2 podría depender del contexto oncogénico y que por tanto aún no se ha definido por 
completo el papel de TRAIL endógeno en el control tumoral.  
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2.1. Receptores de TRAIL. 
Los receptores transmembrana de TRAIL son proteínas de tipo I, que pertenecen a la familia de 
receptores de TNF y, al igual que TRAIL, se expresan constitutivamente en la mayoría de los tejidos y 
tipos celulares. En humanos, el homotrímero de TRAIL puede unirse específicamente a cuatro tipos 
de receptores  transmembrana: TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5, TRAIL-R3/DcR1 y TRAIL-R4/DcR2, y con 
menor afinidad, al receptor soluble: Osteoprotegerina (OPG) (Figura 13) (Truneh et al. 2000; Almasan 
& Ashkenazi 2003).  
 
Figura 13: Receptores de TRAIL. Adaptado de  “Getting TRAIL back on track for cancer therapy” (Lemke et al. 2014) 
 
De entre todos ellos, sólo TRAIL-R1/DR4 (Guohua Pan et al. 1997) y TRAIL-R2/DR5 (Walczak et al. 
1997; Schneider, Bodmer, et al. 1997) son capaces de transmitir la señal apoptótica. TRAIL-R1/DR4 y 
TRAIL-R2/DR5 comparten un 58% de homología y hasta el momento no se han identificado 
diferencias funcionales entre ambos. Se caracterizan por presentar en su región intracelular el 
dominio de muerte (DD), necesario para la señalización apoptótica. La contribución relativa de cada 
uno de los receptores pro-apoptóticos de TRAIL, parece depender del tipo celular y en general 
células tumorales transformadas y tejidos cancerígenos expresan mayores niveles de receptores 
proapoptóticos que células y tejidos normales, aunque no siempre existe una correlación entre la 
expresión de los receptores y la sensibilidad a TRAIL (Ichikawa et al. 2001) ya que, la funcionalidad de 
los receptores, puede también ser regulada por modificaciones post-traduccionales o eventos 
subcelulares.  
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Existen además dos isoformas de TRAIL-R2, TRAIL-R2(L) y TRAIL-R2(S) cuya única diferencia radica en 
23 aminoácidos localizados entre los dominios CRDs y el dominio transmembrana. Sin embargo, aún 
no se ha determinado si estas variantes poseen papeles distintos o adoptan distintos mecanismos de 
señalización (Wang & Jeng 2000). 
Por otro lado, TRAIL-R3/DcR1 (Sheridan et al. 1997; MacFarlane et al. 1997; Degli-Esposti, Smolak, et 
al. 1997) que carece del dominio citoplasmático y transmembrana (se ancla a la membrana a través 
de un dominio glicosil-fosfatidil-inositol)  y TRAIL-R4/DcR2 (Degli-Esposti, Dougall, et al. 1997; 
Marsters et al. 1997) por poseer un DD truncado, son incapaces de señalizar para apoptosis. Sin 
embargo, en base a experimentos de sobrexpresión, ambos pueden interaccionar con el ligando, 
inhibiendo la señalización apoptótica de TRAIL y actuando como receptores decoy o trampa (Mérino 
et al. 2006; Morizot et al. 2011). Además, se ha propuesto que TRAIL-R4/DcR2, puede inhibir la 
apoptosis inducida por TRAIL mediante la formación de complejos inactivos e independientes de 
ligando con TRAIL-R2 o a través de la señalización de rutas de supervivencia como NFκB (Clancy et al. 
2005; Kelley et al. 2005; Gómez-Benito et al. 2007). No obstante, el papel fisiológico de TRAIL-R3 y 
TRAIL-R4 sigue siendo algo controvertido y su función podría depender del tipo celular. Es el caso de 
las líneas tumorales hepáticas humanas Hep3B y la variante resistente a TRAIL HepG2-TR, en las que 
hay una expresión significativa de los receptores decoy que no afectan a la apoptosis inducida por 
TRAIL (Ganten et al. 2004). 
Por último, la osteoprotegerina (OPG) cuya función principal es la regulación de la remodelación 
ósea a través de la inhibición de otro miembro de la super-familia de TNF: RANKL (del inglés, 
Receptor Activator NFκB Ligand) (Lacey et al. 2012) pero que también se ha descrito su capacidad 
para interaccionar con TRAIL (Emery et al. 1998). De hecho, la aplicación exógena de OPG 
recombinante inhibe la apoptosis inducida por TRAIL. Sin embargo, en condiciones fisiológicas, la 
OPG presenta una baja afinidad por TRAIL, que junto con el hecho de que en modelos de ratón 
deficientes en TRAIL o TRAIL-R2 no se altere ningún signo del metabolismo óseo, sugiere que es poco 
probable que la interacción TRAIL-OPG juegue un papel fisiológico in vivo (Cretney et al. 2002; Lemke 
et al. 2014). 
2.2. Señalización apoptótica de TRAIL. 
La unión del homotrímero de TRAIL a sus receptores pro-apoptóticos TRAIL-R1/-R2, localizados en la 
superficie celular formando trímeros a través de sus dominios PLAD, induce la agrupación de los 
receptores en complejos de alto peso molecular, la cual permite el reclutamiento de la proteína 
adaptadora FADD a través de la interacción homotípica entre los dominios de muerte (DD-DD) de los 
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receptores y FADD. Seguidamente, FADD recluta a la procaspasa-8/-10 a través de interacciones 
homotípicas entre los dominios efectores de muerte (DED-DED) presentes en ambas proteínas, 
formándose así el complejo inductor de muerte (DISC).   
Una vez reclutadas en el DISC, las moléculas de procaspasa-8/-10 forman homodímeros que inducen 
un cambio conformacional que expone sus sitios proteolíticamente activos produciéndose la 
activación completa mediante procesamiento auto-catalítico (ver el apartado, Caspasas Iniciadoras: 
Activación por dimerización, pág. 7). La liberación del DISC de los homodímeros activos permite el 
corte y activación de los sustratos intracelulares, así como la activación de las caspasas efectoras 







Figura 14: Señalización de 
apoptosis inducida por TRAIL. 
Adaptado de  “Getting TRAIL 
back on track for cancer 







TRAIL puede activar ambas rutas apoptóticas (intrínseca y extrínseca) dependiendo del tipo celular. 
De este modo, en células de tipo I, la activación del DISC es fuerte y lo suficientemente estable para 
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inducir una fuerte activación de la caspasa-8 que es suficiente para cortar y activar la caspasa-3 
efectora e inducir apoptosis, mientras que en células de tipo II, la activación de caspasa-3 inducida 
por el DISC es incompleta o insuficiente y se requiere además la activación de la ruta mitocondrial. 
Para ello, caspasa-8 activa, va cortar a la proteína BH3-only Bid, generando un Bid truncado (tBid) 
que se translocará a la mitocondria donde junto con los miembros pro-apoptóticos de la familia     
Bcl-2: BAK y BAX inducirá la permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP) y la 
liberación al citosol de factores pro-apoptóticos como citocromo-c y SMAC/DIABLO. El citocromo-c 
junto con Apaf-1 y procaspasa-9 formará el apoptosoma, donde se producirá la activación de 
caspasa-9 que cortará y activará otras caspasas efectoras entre las que se incluye caspasa-3 y se 
inducirá la apoptosis (Figura 14) (Lemke et al. 2014). 
2.2.1 Regulación de la apoptosis inducida por TRAIL. 
La apoptosis inducida por TRAIL se encuentra meticulosamente regulada, garantizando así que la 
maquinaria apoptótica tan solo se inicie en las condiciones apropiadas. En células y tejidos normales, 
este mecanismo garantiza la homeostasis normal del organismo y del mismo modo, las células 
tumorales se aprovechan de esta maquinaria, para evitar la apoptosis.  
La apoptosis inducida por TRAIL se encuentra regulada específicamente a distintos niveles: 
- A nivel de membrana: Controlando la expresión y localización de receptores pro-apoptóticos 
(TRAIL-R1 y TRAIL-R2). Mediante la expresión de los receptores no apoptóticos (TRAIL-R3/-R4 
y OPG) que pueden modular la sensibilidad a TRAIL. 
- A nivel del DISC: cFLIP compite con caspasa-8 por la unión a FADD 
- A nivel de la mitocondria: Por miembros anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xl, 
Mcl1) que inhiben a los miembros pro-apoptóticos Bax/Bak impidiendo la MOMP (ver 
apartado 1.1.2, apartado proteínas de la familia Bcl-2) 
- A nivel de las caspasas efectoras: Mediante la interacción directa de XIAP con las caspasa -3,  
-7 , -9, inhibiendo su actividad pro-apoptótica. 
 
I. Regulación a nivel de membrana. 
La cascada de señalización de las caspasas se encuentra enormemente influenciada por los eventos 
que se producen en la membrana.  Anteriormente ya mencionamos que el ratio entre los niveles de 
expresión de los receptores TRAIL-R1/-R2 y TRAIL-R3/-R4 puede modular la sensibilidad a TRAIL 
mediante el secuestro del ligando disponible. Sin embargo, independientemente de los receptores 
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de muerte  o de los niveles de expresión de caspasa -8, diversos factores pueden contribuir a la 
eficiencia del DISC y a la apoptosis (Pennarun et al. 2010). 
La presencia de los receptores pro-apoptóticos de TRAIL en los lipid-rafts constituye un mecanismo 
esencial para la señalización eficiente de TRAIL. Los lipid-rafts son microdominios localizados en la 
membrana celular que se caracterizan por presentar una alta concentración en esfingomielina, 
esfingolípidos y colesterol (Simons & Ikonen 1997; Brown & London 1998). TRAIL solo o en 
combinación con diversos agentes quimioterapéuticos estimula la formación del DISC mediante la 
relocalización de las proteínas del DISC en los lipid-rafts y la alteración de éstos provoca una pérdida 
de la sensibilidad a TRAIL. De hecho, en células sensibles, la desorganización de los lipid-rafts con 
MβCD (metil-βciclodextrina) inhibe tanto el corte de la caspasa-8 como la muerte inducida por TRAIL, 
mientras que en células NSCLC resistentes, TRAIL no recluta a caspasa-8 y FADD en los lipid-rafts 
sugiriendo que la localización en los lipid-rafts correlaciona con la formación de un DISC más eficiente 
y funcional. De la misma manera, se ha observado que la formación del DISC también se puede 
producir fuera de la zona de lipid rafts, relacionándose entonces con la señalización de rutas de 
supervivencia como NFκB y ERK (Song et al. 2007; Ouyang et al. 2011; Marconi et al. 2013). Sin 
embargo, aún no se conoce con exactitud el mecanismo molecular responsable de la agrupación de 
los receptores de muerte de TRAIL en los lipid-rafts (Figura 15A).  
Por otro lado, muchas células tumorales entre las que se incluyen las células tumorales de mama 
expresan significativos niveles de TRAIL-R1/-R2, pero no parce existir una correlación entre los 
niveles totales de expresión de receptor y la sensibilidad de las células a TRAIL, lo que sugiere la 
existencia de modificaciones post-traduccionales que van a regular la funcionalidad de los 
receptores. Entre las modificaciones que se han descrito encontramos la O-glicosilación y la S-
palmitoilación. TRAIL-R1 y TRAIL-R2 pueden ser N- u O-glicosilados en función del tipo celular, 
modulando de este modo la sensibilidad de las células a TRAIL (Jin et al. 2004; Wagner et al. 2007). 
Se ha descrito que la O-glicosilación incrementa la estabilidad de los receptores en la membrana, 
previniendo la endocitosis y facilitando la translocación de los receptores agrupados para el 
ensamblaje del DISC y la activación de la caspasa-8. De esta manera, un incremento en los niveles de 
proteínas glicosiladas correlaciona de forma directa con la sensibilidad a TRAIL de células NSCL, 
colorrectales, pancreáticas y de melanoma  (Wagner et al. 2007; Wu et al. 2012). Además, se ha 
descrito un posible sitio de N-glicosilación en TRAIL-R1 (G Pan et al. 1997) que no se encuentra 
conservado en TRAIL-R2 (Sheridan et al. 1997). La N-glicosilación regula el transporte de TRAIL-R1 a la 
superficie celular, alterando el “clustering” de los receptores e impidiendo su activación (Jin et al. 
2004; Yoshida et al. 2007).  Por su parte, La S-palmitoilación puede inducir la localización de TRAIL-R1 
en los lipid-rafts y homo-oligomerización (Rossin et al. 2009) (Figura 15B). 
  III- INTRODUCCIÓN 
 
42 
Por último, los niveles de expresión en la membrana de los receptores pro-apoptótico de TRAIL 
dependen fundamentalmente de dos procesos. Por un lado, del tráfico o de la translocación de 
proteínas desde el sistema trans-golgi  (TGN; del inglés Trans-Golgi Network) hasta la membrana 
plasmática. Un mal funcionamiento de esta ruta resultará en una reducción en los niveles de 
receptores de muerte en la superficie celular y un incremento en la localización en el citosol, TGN y 
perímetro nuclear (Símová et al. 2008; Kojima et al. 2011; Zhang et al. 2000).  
 
 
Figura 15: Mecanismos de regulación de la apoptosis inducida por TRAIL. Adaptado de  “New insights into apoptosis 
signaling by Apo2L/TRAIL” (Gonzalvez & Ashkenazi 2010) 
 
No obstante, el incorrecto funcionamiento del tráfico de los receptores a la membrana plasmática es 
un proceso que requiere todavía de una investigación más profunda. Por otra parte, la 
internalización de los receptores TRAIL-R1/-R2 también se encuentra críticamente implicada en la 
regulación de la señalización de TRAIL. Tanto TRAIL-R1 como TRAIL-R2 se internalizan rápidamente 
en respuesta a la unión del ligando a través de un mecanismo dependiente de dinamina, sin embargo 
y en contraste con la señalización de TNFR1 y FAS, la internalización del complejo ligando-receptor 
no es necesaria para la formación del DISC y la inducción de apoptosis por TRAIL. De hecho, se ha 
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observado que la activación de los receptores de muerte de TRAIL, alteran la maquinaria de 
endocitosis a través del procesamiento dependiente de caspasas de componentes de la maquinaria 
endocítica, inhibiendo la endocitosis y potenciando la activación de caspasa-8 en el DISC (Austin et al. 
2006; Kohlhaas et al. 2007) (Figura 15C).  
II. Regulación a nivel del DISC. 
El principal regulador de la señalización de TRAIL a nivel del DISC es cFLIP. Tal y como describimos 
anteriormente en el apartado 1.1.1 (subapartado, cFLIP: Proteína “decoy” o trampa (pág. 10)), las 
tres isoformas generadas por splicing alternativo del RNAm de cFLIP son reclutadas en el DISC a 
través de sus dominios de muerte. No obstante, la regulación de la actividad de las caspasa-8 
depende de las cantidades relativas de cFLIP-L, cFLIP-S y caspasa-8.  
Aunque cFLIP-S puede inhibir la activación de la caspasa-8 compitiendo por ésta por la unión a FADD, 
el papel de cFLIP-L es más complejo y parece depender de sus niveles de expresión. Cuando la 
expresión de cFLIP-L es elevada, éste puede actuar de manera similar a cFLIP-S e inhibir por completo 
la apoptosis (Irmler et al. 1997). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que el 
heterodímero cFLIP-L/caspasa-8, además de conservar cierta actividad enzimática, también puede 
inducir una actividad proteasa más localizada frente a determinados sustratos en comparación con la 
actividad del homodímero de caspasa-8, regulando de esta manera la especificidad de sustrato 
(Micheau et al. 2002; Boatright et al. 2004). De acuerdo con esto, posteriormente se describió que el 
heterodímero caspasa-8/cFLIP-L es crucial para la regulación negativa de la necroptosis (Oberst et al. 
2011; Pop et al. 2011). 
En cuanto al papel de cFLIP-L en células no transformadas, nuestro grupo ha descrito que la 
expresión de cFLIP-L protege a las células epiteliales de mama de la apoptosis inducida por TRAIL 
previniendo la activación de caspasa-8. Además, la inhibición de la expresión de cFLIP-L induce un 
incremento en los niveles de expresión de TRAIL-R2 suficientes para inducir apoptosis 
espontáneamente (Yerbes et al. 2012). Estos resultados junto con los observados en células 
tumorales ponen de manifiesto el complejo papel de cFLIP en la regulación de las rutas de 
señalización inducidas por TRAIL. 
Por otro lado, se ha descrito la ubiquitinación como mecanismo regulador de la completa activación 
de la caspasa-8 en respuesta a TRAIL. La inmunoprecipitación del complejo TRAIL-DISC y posterior 
espectrometría de masas reveló la presencia de la subunidad E3 de la ubiquitín ligasa Cullin-3 (CUL3) 
y de la deubiquitinasa (DUB) A20 en el DISC  (Jin et al. 2009). De esta forma, en células sensibles a 
TRAIL se ha observado que la activación de los receptores de muerte permite la formación y 
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translocación del DISC a la zona de los lipid-rafts, donde la ligasa CUL3 interacciona con caspasa-8 e 
induce su poli-ubiquitinación de manera dependiente de RBX1 (Ring-Box1). La poli-ubiquitinación en 
la región c-terminal de la caspasa-8 permite el reclutamiento de la proteína de unión a ubiquitina 
p62, que dirige la caspasa-8 del DISC a un foco rico en ubiquitinas (Figura 15D).  
La agregación de la caspasa-8 en estas estructuras de alto peso molecular promueve el corte auto-
proteolítico y la liberación de la caspasa-8 activa al citoplasma, permitiendo la activación de las 
caspasas efectoras y la apoptosis (Jin et al. 2009) 
2.3. Señalización no apoptótica de TRAIL. 
Además de la activación canónica de apoptosis dependiente de caspasas, TRAIL puede activar en 
células tumorales resistentes y células normales no transformadas rutas no canónicas implicadas en 
la proliferación, inflamación, supervivencia e incluso metástasis. Sin embargo, se desconoce el 
sentido biológico de la activación de estas rutas (Palacios et al. 2014). 
Entre las rutas no apoptóticas inducidas por TRAIL se incluye la activación de diversas rutas de 
quinasas como RIP1, IKK/NFκB (IkappaB kinase), JNK (Jun N-terminal kinase), MAPK-p38, ERK1/2 
(extracellular signal-regulated kinase) pI3K-AKT y Src (Azijli et al. 2013). 
Los eventos moleculares tempranos que permiten la señalización no canónica de TRAIL son 
complejos y todavía no se conocen en profundidad. No obstante, experimentos de co-
inmunoprecipitación han determinado la existencia de un segundo complejo de señalización 
(Complejo-II), que se forma posteriormente al ensamblaje del DISC primario. Este complejo 
secundario intracelular  que mantiene los componentes del DISC: FADD, caspasa8 y FLIP  puede 
reclutar adicionalmente a las proteínas RIP1, TRAF2 y NEMO (IKKγ) y se ensambla fuera de la zona 
de lipid-rafts (Figura 16) (Varfolomeev et al. 2005).  Además, el complejo-II también puede contener 
a TRADD y a caspasa-10 (Jin & El-Deiry 2006). 
La activación de las rutas pro-inflamatorias y de supervivencia controlada por NFκB fue una de las 
primeras señales no canónica descritas inducida por TRAIL. Tanto TRAIL-R1 como TRAIL-R2 pueden 
activar NFκB de manera dependiente de TRADD y RIP-1 (Chaudhary et al. 1997; Schneider, Thome, et 
al. 1997). NEMO, que se encuentra formando parte del complejo secundario, puede reclutar a IKKα/β 
permitiendo la fosforilación y consiguiente degradación proteasomal del IκB, produciéndose así la 
liberación y acumulación de NFκB, que será translocado al núcleo donde inducirá la transcripción de 
genes anti-apoptóticos como cFLIP, Bcl-xl, Mcl-1 y cIAPs, cuya actividad podría inhibir la apoptosis 
inducida por TRAIL (Wajant 2004). Sin embargo el papel de NFκB no se limitan tan solo a ser un 
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regulador negativo de la apoptosis inducida por TRAIL, sino que también parece presentar un papel 
en células resistentes a TRAIL, en las que se ha observado que la activación de NFκB inducida por 
TRAIL puede promover supervivencia, proliferación e invasividad (Ehrhardt et al. 2003; Ishimura et al. 
2006) y la inhibición de la actividad de NFκB in vitro sensibiliza a células tumorales a TRAIL (Ravi et al. 
2001) y media la regresión tumoral in vivo (Luo et al. 2004), aunque esto no es un efecto general en 
todos los tipos celulares (Ganten et al. 2005). 
Asimismo, TRAIL también puede activar las rutas de MAPK: JNK, p38 y ERK (Falschlehner et al. 2007) 
y esta activación podría requerir la activación de caspasas y la formación del complejo secundario, sin 
embargo, aún no se conoce el mecanismo molecular por el que TRAIL induce esta activación a través 





Figura 16: Complejo secundario de TRAIL. Adaptado 
de  “New insights into apoptosis signaling by 








La activación de JNK y p38 por TRAIL parece presentar efectos opuestos en función del tipo y del 
contexto celular por lo que todavía no se le ha atribuido ninguna importancia fisiológica remarcable 
(Azijli et al. 2013). Por su parte, la activación de ERK se encuentra relacionada generalmente con 
efectos anti-apoptóticos. En este sentido se ha observado como la activación de ERK bloquea la 
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apoptosis inducida por TRAIL a través de la inhibición de la activación de caspasa-8 y del 
procesamiento de Bid (Soderstrom et al. 2002) o de la asociación de tBid (Ortiz-Ferrón et al. 2006) 
con la mitocondria sin afectar a la formación del DISC. TRAIL también induce la fosforilación de ERK el 
líneas tumorales humanas de cáncer de mama y la inhibición de la ruta de ERK potencia la apoptosis 
inducida por TRAIL (Lee et al. 2006). 
Además, en células humanas de glioma resistentes a TRAIL se ha observado un incremento en la 
proliferación celular en respuesta a un tratamiento con TRAIL, que podría estar relacionado con la 
activación de ERK1/2. En este sentido, la inhibición de ERK reduce la proliferación celular pero no 
estimula la sensibilidad de las células a TRAIL, mientras que el silenciamiento de cFLIP previene la 
activación de ERK, la proliferación y favorece la sensibilización parcial a la apoptosis inducida por 
TRAIL (Vilimanovich & Bumbasirevic 2008). 
En células MCF10A, TRAIL también puede promover la inducción de autofagia tanto en monocapa 
como en cultivos en 3D, participando en la formación del lumen de los acinos  (Mills et al. 2004) y el 
mecanismo de activación de autofagia por TRAIL en estas células, implica la activación dependiente 
del DISC de la proteína TAK1 que promueve la activación de AMPK produciéndose la inhibición de 
mTOR, señal inductora de autofagia (Herrero-Martín et al. 2009). 
Por último, se ha descrito que TRAIL también puede inducir necrosis dependiente de RIPK1 en 
condiciones de acidez extracelular cuando la activación de caspasa-8 se encuentra inhibida, lo que 
podría representar una importante ruta de muerte celular en la terapia basada en TRAIL para el 
tratamiento de tumores sólidos (Meurette et al. 2007). 
2.4. APO2L/TRAIL como terapia antitumoral. 
El santo grial de la terapia frente al cáncer, es encontrar un agente que elimine específica y 
eficientemente células tumorales con poca o ninguna repercusión en células normales. Una de las 
características más atractivas de la activación de la apoptosis en el tratamiento del cáncer es su 
potencial para inducir la regresión del tumor. Sin embargo, muchos agentes pro-apoptóticos no 
discriminan entre células tumorales y normales, lo que implica un importante riesgo de padecer 
efectos colaterales. Esto es lo que ocurre con tratamientos tradicionales contra el cáncer: 
quimioterapia y radioterapia, que inducen apoptosis de manera secundaria al daño provocado en 
componentes vitales de la célula. Aun así, estos tratamientos no siempre son capaces de erradicar el 
tumor debido a que  las células tumorales, durante el proceso de transformación oncogénica pueden 
adquirir mutaciones que les permiten bloquear los mecanismos de inducción de apoptosis, lo que 
provoca el fracaso de estas terapias. Es el caso de la proteína supresora de tumores p53, mutada en 
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el 50% de los tumores lo que provoca la inhibición de  la activación de la ruta mitocondrial en la que 
se basan los tratamientos antitumorales convencionales (Ashkenazi 2008). 
En este sentido, el desarrollo de estrategias que activen la ruta extrínseca mediada por receptores de 
muerte, supone una interesante alternativa terapéutica para el tratamiento contra el cáncer, ya que 
por un lado los receptores pro-apoptóticos se encuentran expresados en la mayoría de las células 
tumorales y por otro que oncogenes como Myc y Ras, parecen incrementar la apoptosis al favorecer 
la interacción de las rutas intrínseca y extrínseca (Nieminen et al. 2007) 
Desde el descubrimiento de TRAIL (Pitti et al. 1996; Wiley et al. 1995) y debido a su potencial para 
inducir apoptosis específicamente en células tumorales, se han dedicado numerosos esfuerzos para 
intentar usar esta molécula en la clínica. El primer intento consistió en desarrollar una forma soluble 
del ligando que comprendiera el dominio extracelular de la proteína endógena y una estructura 
homotrimérica, que fue capaz de inducir apoptosis en células tumorales sin citotoxicidad en células 
normales como hepatocitos y que además tanto en monoterapia como en combinación con 
quimioterapia mostró actividad antitumoral en modelos murinos de cáncer (Walczak et al. 1999; 
Ashkenazi et al. 1999). 
En ensayos clínicos, principalmente se han empleado dos estrategias basadas en el sistema 
TRAIL/TRAIL-R (Figura 17) (Lemke et al. 2014). 
I. El uso de una forma soluble de TRAIL humano recombinante (rhTRAIL) también conocido 
como Dulanermin®. 
II. Anticuerpos agonistas monoclonales dirigidos específicamente a uno de los dos receptores 
pro-apoptóticos de TRAIL: PARAs (del inglés Pro-Apoptotic Receptor Agonists) (Figura 17) 
(Ashkenazi et al. 2008; Wiezorek et al. 2010). 
El uso de la forma soluble de TRAIL (rhTRAIL) tiene la ventaja de activar al mismo tiempo los dos 
receptores pro-apoptóticos de TRAIL, lo que maximiza las posibilidades de inducir apoptosis, sin 
embargo, también cabe la posibilidad de que los receptores anti-apoptóticos de TRAIL, secuestren 
este ligando. Por esta razón, el uso de los anticuerpos agonistas frente a TRAIL-R1 o TRAIL-R2 parecía 
en un primer momento ser la estrategia más prometedora.  
Tal y como hemos mencionado anteriormente, en algunos tipos celulares, es uno de los receptores 
pro-apoptóticos el que más eficientemente induce apoptosis por lo que potenciar específicamente la 
activación de ese receptor permitiría obtener un mejor rendimiento evitando interacciones 
superfluas y la inducción de una señalización no apoptótica. Además, los anticuerpos monoclonales 
presentan un perfil farmacocinético mucho más estable, con una vida media más larga que requeriría 
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una menor frecuencia en la aplicación de las dosis. Sin embargo, a pesar de sus prometedores datos 
en estudios preclínicos, la actividad de estos anticuerpo agonistas in vivo parece restringida, debido a 
la necesidad de promover el “cross-linking” y la agregación para inducir apoptosis (Adams et al. 
2008), por lo que mejorar la estequiometría y geometría de los PARAs en crucial para la inducción de 
una apoptosis efectiva y selectiva. (Lemke et al. 2014; Ashkenazi 2015). 
Por otro lado, y de nuevo a pesar de los prometedores informes pre clínicos, los resultados clínicos 
de la forma soluble de TRAIL (rhTRAIL) fueron decepcionantes. En este sentido, los resultados 
obtenidos en términos de seguridad y tolerancia fuero positivos, sin embargo muchas células 
tumorales primarias mostraron  resistencia al tratamiento con TRAIL (Eramo et al. 2005; Koschny et 
al. 2007; Nguyen et al. 2001). Además,  en el caso de la aplicación de rhTRAIL en monoterapia es 
importante tener en consideración la señalización no apoptótica de TRAIL, la cual se ha demostrado 
puede ser aprovechada por las células tumorales. Además, se ha demostrado que el sistema 
TRAIL/TRAIL-R puede promover el desarrollo de metástasis en diversos modelos (Trauzold et al. 













Figura 17: Progreso de los anticuerpos agonistas frente al sistema TRAIL en ensayos clínicos. Adaptado de  “Getting TRAIL 
back on track for cancer therapy” (Lemke et al. 2014) 
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De esta manera para evitar los efector pro-tumorogénicos del sistema TRAIL7TRAIL-R y eliminar la 
resistencia de las células tumorales a la apoptosis inducida por TRAIL, se ha propuesto la 
combinación de TRAIL con una amplia variedad de agentes sensibilizadores, algunos de los cuales ya 
están siendo testados in vivo sin provocar toxicidad. De entre ellos destacamos, la combinación de 
TRAIL con inhibidores del proteasoma como Bortezomib, con inhibidores de histonas deacetilasas 
como Vorisnostat, con miméticos de Smac, con inhibidores de los receptores tirosín quinasa como 
gefitinib o con inhibidores de mTOR como Rapamicina, muchos de los cuales están siendo 
actualmente testados en estudios preclínicos. 
 
3. La familia del receptor del factor de crecimiento epidermal 
(EGFR/ErbB) en cáncer. 
La familia EGFR/ErbB se encuentra implicada en el desarrollo normal de la glándula mamaria, en la 
regulación del mantenimiento y renovación del epitelio escamosos y los sistemas cardiovascular y 
nervioso. La mayoría de los factores de la familia de receptores ErbB y sus ligandos, se expresan en 
momentos determinados del desarrollo de la glándula mamaria, siendo las etapas de mayor 
contribución la pubertad, embarazo y lactancia, cuando las hormonas esteroideas inducen las 
producción de diversos factores de crecimiento entre los que se incluyen los de la familia de EGF. 
(Eccles 2011).  
Sin embargo, una desregulación en las rutas de señalización de ErbB ha sido descrita en diversos 
tipos de cáncer, incluido el de mama. Además, aunque la sobrexpresión de EGFR podemos observarla 
en todos los subtipos de cáncer de mama, ésta es aún mayor en aquellos más agresivos como los 
tumores de mama triple negativos (TNBC) y en tumores de mama inflamatorios (IBC) encontrándose 
asociada a un incremento del tamaño del tumor, una pobre diferenciación y mal pronóstico. (Masuda 
& Zhang 2012).  
Por ello, y debido a que uno de los principales objetivos en el campo de la investigación contra el 
cáncer, es la búsqueda de nuevas dianas moleculares que permitan predecir y determinar el 
pronóstico y la respuesta terapéutica del tumor, posibilitando un tratamiento tumoral selectivo y 
más eficiente, basado en la biología molecular del tumor, se definieron a los miembros de la familia 
del receptor del factor de crecimiento epidermal EGFR/ErbB como una de las dianas moleculares 
más importantes identificadas hasta la fecha. 
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3.1. Familia EGFR/ErbB y ligandos. 
La familia EGFR/ErbB humana de receptores tirosina quinasa (RTK) se compone de cuatro receptores 
diferentes: el EGFR (también conocido como ErbB-1/HER1), ErbB-2 (neu/HER2), ErbB-3 (HER3) y 
ErbB-4 (HER4) (Yarden & Sliwkowski 2001; Ferguson et al. 2003) (Figura 18). 
Todas las proteínas de esta familia son proteínas transmembrana de tipo I, con un dominio 
extracelular de unión al ligando, un dominio hidrofóbico transmembrana, y un dominio tirosina 
quinasa citoplasmático. El dominio tirosina quinasa intracelular está muy conservado en todos los 
miembros de la familia excepto en ErbB-3, que presenta sustituidos los aminoácidos críticos para la 
actividad quinasa. El dominio extracelular, sin embargo, está menos conservado entre los cuatro 
miembros lo que sugiere distinta especificidad en la unión al ligando (Normanno et al. 2006). 
Los receptores de la familia ErbB se activan tras la unión al ligando, el cual pertenece a la familia de 
factores de crecimiento del EGF. Estos pueden ser secretados por la propia célula que expresa el 
receptor (secreción autocrina) o por células circundantes (secreción paracrina) (Olayioye et al. 2000; 
Yarden & Sliwkowski 2001).Las proteínas pertenecientes a esta familia se caracterizan por presentar 
un dominio EGF-like compuesto por tres grupos intramoleculares unidos por tres puentes disulfuro, 
lo que les confiere la especificidad de unión, y un dominio estructural adicional como tipo 
inmunoglobulina, de unión a heparina y sitios de glicosilación.  
 
Figura 18: Familia EGFR/ErbB y ligandos. Adaptado de  “Treatment of HER2-positive breast cancer: current status and 
future perspectives” (Arteaga et al. 2011). 
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Con respecto a la unión al receptor, los factores de crecimiento de la familia de EGF se pueden dividir 
en tres grupos (Yarden & Sliwkowski 2001; Normanno et al. 2003) . El primer grupo incluye el EGF, el 
factor de crecimiento transformante-α (TGF-α) y la ampiregulina (AR) los cuales se unen 
específicamente al EGFR. El segundo está compuesto por la betacelulina (BTC), el factor de 
crecimiento de unión a heparina (HB-EGF) y la epiregulina (ERG), que se unen tanto a EGFR como a 
ErbB-4. Al tercer grupo pertenecen las neuroregulinas, las cuales se pueden subdividir en dos grupos, 
aquellas que se unen a ErbB-3 y ErbB-4 (NRG-1 y NRG-2) o las que solo se unen a ErbB-4 (NRG-3 y 
NRG-4). Ningún péptido de la familia de EGF se une a ErbB-2 (Normanno et al. 2006) (Figura 18). 
3.2 Señalización mediada por ErbB. 
La activación de los receptores ErbB, tiene lugar tras la unión del ligando al dominio extracelular  lo 
que induce la formación de homo y heterodímeros y la consiguiente  activación del dominio tirosina 
quinasa que a su vez permitirá la fosforilación de distintos residuos tirosina situados dentro del 
dominio citoplasmático, que actuarán como sitios de reclutamiento para proteínas que contengan 
dominios de homología a Src 2 (SH2) y de unión a fosfotirosina (PTB). 
Se han descrito ya, todas las combinaciones posibles (homo y heterodiméricas) entre los distintos 
miembros de ErbB, determinándose como necesaria la heterodimerización de ErbB-2 y ErbB3 con 
otro miembro de la familia para la transducción de señales (Normanno et al. 2006). 
Los receptores fosforilados activos van a reclutar diversas proteínas señalizadoras como Shc, Grb7, 
Grb2, Crk, Nck, la fosfolipasa Cγ (PLCγ), las quinasas intracelulares Src y PI3K, las tirosina fosfatasas 
SHP1 y SHP2 y la E3 ubiquitín ligasa Cbl, que van a permitir iniciar la señalización (Marmor & Yarden 
2004). De esta manera, todos los ligandos ErbB y receptores dan lugar a la activación de la ruta de 
Ras/Raf/MEK/MAPK a través de las proteínas adaptadoras Grb2 o Shc. Los receptores de ErbB 
también activarán la cascada de señalización PI3K/Akt a través del reclutamiento de la subunidad 
reguladora p85 (Jorissen et al. 2003). No obstante, la afinidad por los distintos sustratos varía entre 
los distintos receptores originando diferencias en intensidad y velocidad de la señalización. 
Finalmente, los receptores de ErbB  también inducen la activación de varios factores de transcripción 
como son c-fos, c-Jun, c-myc, transductores de la señal y activadores de la transcripción (STAT), NF-
κB y miembros de la familia ETS (Normanno et al. 2006) 
3.3 ErbB-2 (neu/HER2). 
El receptor del factor de crecimiento epidermal humano -2 (HER2), es uno de los principales factores 
implicados en la supervivencia y proliferación de las células tumorales (Tai et al. 2010). 
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Aproximadamente, entre un 20 y un 30% de los tumores de mama primarios son considerados HER2 
positivos debido a su sobreexpresión y/o a una amplificación del gen HER2 (Slamon et al. 1987; 
Slamon et al. 1989), lo que además se asocia con una mayor agresividad y  peor pronóstico del 
tumor. Por esta razón, conocer la actividad y función de HER2 es fundamental para el desarrollo de 
nuevas terapias que impidan su acción en tumores de mama HER2 positivos 
HER2 es una proteína de 185KDa también conocida como Neu o ErbB2. Tradicionalmente HER2 ha 
sido considerado como un receptor huérfano que muestra una conformación constitutivamente 
activa, que requiere de la heterodimerización con otro miembro de la familia EGFR para activar su 
señalización. Sin embargo, una elevada concentración del receptor en la membrana de las células 
que sobrexpresan HER2 permite la homodimerización independiente de ligando, la activación de su 
dominio quinasa y la inducción de las rutas de señalización dependientes de HER2: PI3K/AKT y 
RAS/RAF/MAPK promoviendo la proliferación celular, el crecimiento y la supervivencia así como la 
invasión y la angiogénesis (Dittrich et al. 2014). 
- ErbB2/HER2/Neu en la transformación oncogénica. 
La desregulación de la señalización mediada por ErbB ha sido descrita en distintos tipos de cáncer. En 
estudios in vitro en células de ratón NIH-3T3, se observó como la sobreexpresión tanto de EGFR 
como de ErbB-2 inducía transformación tumoral. En el caso de EGFR era dependiente de EGF 
exógeno, mientras que la transformación inducida por ErbB-2 estaba directamente relacionada con 
sus niveles de expresión (Di Fiore, Pierce, Fleming, et al. 1987; Di Fiore, Pierce, Kraus, et al. 1987). 
Posteriormente se evaluó el potencial de los receptores de ErbB para inducir transformación in vivo 
en diferentes modelos de ratones transgénicos, en los que se observó que ErbB-2 era el miembro de 
la familia EGFR con mayor potencial para inducir transformación tumoral. De este modo, distintos 
estudios  mostraron que la sobreexpresión de una forma activa del análogo de ErbB2 de ratón Neu, 
el cual contiene una mutación en su dominio transmembrana (NeuT), bajo el control del promotor 
MMTV (del inglés, Mouse mamary tumor virus), inducía el desarrollo de adenocarcinomas mamarios 
(Pattengale et al. 1989; Muller et al. 1988). Tanto la sobreexpresión de la forma normal (NeuN) como 
de la mutante de ErbB2 (NeuT) inducen la formación de tumores, no obstante, la forma mutante 
inducía una progresión tumoral mucho más rápida y agresiva (Guy et al. 1996). 
- Terapia anti-Her2. 
Los receptores EGFR y ErbB-2  han sido considerados como diana para el desarrollo de 
aproximaciones inmunoterapéuticas en el tratamiento del cáncer de mama, fundamentalmente a 
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través de terapias basadas en el uso de anticuerpos como el anticuerpo monoclonal Trastuzumab 
contra ErbB2.  
Asimismo, en la actualidad, inhibidores de la actividad ERBB2 están siendo utilizados en el 
tratamiento de cáncer de mama. Es el caso del Lapatinib, una pequeña molécula que actúa como 
inhibidor de la actividad tirosina quinasa están teniendo resultados muy positivos en el tratamiento 
del cáncer de mama. Ambos se encuentran en ensayos clínicos de fase III. 
Además se están desarrollando nuevos agentes, entre ellos vacunas, anticuerpos modificados, 
inhibidores de la actividad tirosina quinasa y otros compuestos directos contra HER2 y otros 
miembros de la familia, y contra las rutas que se encuentran aguas abajo en la señalización, así como 
contra aquellas que median la resistencia. Entre las dianas se encuentran mTOR, PI3K, IGFR-1, Akt, 
HSP90 y VEGF (Arteaga et al. 2011).  
4. La Transición epitelio-mesénquima (EMT). 
La transición epitelio mesénquima o EMT (del inglés, epithelial to mesenchymal transition) es un 
proceso de transdiferenciación celular transitorio y reversible que juega un papel fundamental 
durante el desarrollo embrionario, en el cual las células pueden transitar entre un estado epitelial y 
mesenquimal de modo altamente dinámico y plástico (Nieto et al. 2016).  
El término EMT, describe una serie de eventos bioquímicos que provocan que una célula epitelial de 
morfología poligonal, no móvil, con polarización apico-basal y conectada firmemente con otra célula 
mediante uniones adherentes y estrechas, pierda progresivamente sus características epiteliales y 
adquiera propiedades típicas de células mesenquimales entre las que se incluyen: una morfología 
alargada , mayor capacidad de migración e invasividad, resistencia a apoptosis y un incremento en la 
producción de componentes de la matriz extracelular (ECM) (Kalluri & Neilson 2003; Kalluri & 
Weinberg 2009).   
El final del proceso de EMT se produce con la degradación de la membrana basal inferior y la 
formación de una célula mesenquimal que puede migrar lejos de la capa epitelial en la que se ha 
originado. Todo esto, requiere un conjunto de cambios complejos en la arquitectura y 
comportamiento celular que serán promovidos por distintos procesos moleculares, que implican la 
activación de factores de transcripción, expresión de proteínas específicas de la superficie celular, 
reorganización y expresión de proteínas del citoesqueleto, producción de enzimas encargadas de 
degradar la EMC y cambios en la expresión de microRNAs (Figura 19), que constituyen además los 
biomarcadores empleados para demostrar el paso de una célula a través de un proceso de EMT 
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(Thiery & Sleeman 2006; Kalluri & Weinberg 2009). De este modo, el estado epitelial se caracteriza 
por la expresión de marcadores como la E-caderina y la Ocludina (proteínas de las uniones celulares), 
mientras que el estado mesenquimal queda definido por la pérdida de estos marcadores y la 
adquisición de otros marcadores de expresión como la N-caderina y la Fibronectina (Nieto 2009).  
Además, la EMT implica una plasticidad fenotípica que se refleja en la capacidad de estas células de 
ejecutar el proceso contrario, una transición mesénquima-epitelio (MET), la cual implica la 
conversión de células mesenquimales en epiteliales (Thiery & Sleeman 2006). 
La clásica definición de EMT como la transformación de células epiteliales en células mesenquimales 
(Hay 1995) nos condiciona a percibir este proceso, como un cambio entre dos únicos estados 
extremos alternativos y supone una malinterpretación de la acción normal de este programa que 
normalmente oscila entre un estado completamente epitelial y un estado parcialmente mesenquimal 
que mantiene ciertos marcadores epiteliales (Grünert et al. 2003).  
De hecho, el término “transformación” fue sustituido por “transición” al descubrirse la existencia de 
todo un espectro de fenotipos intermedios denominados estados metaestables asociados a un 
programa de EMT parcial, que puede caracterizarse por la co-expresión de marcadores epiteliales y 
mesenquimales que no implica necesariamente un cambio morfológico evidente (Tam & Weinberg 
2013) y recientemente se ha descrito que las células no necesitan adquirir marcadores 
mesenquimales en  una EMT parcial, sino que ésta podría simplemente implicar una disminución de 
propiedades epiteliales como la polaridad apico-basal y la remodelación de los complejos de las 
uniones en favor de adhesiones célula-sustrato (Huang et al. 2012).   
 
Figura 19: Proceso de transición epitelio-mesénquima.  Adaptado de “The basics of epithelial-mesenchymal 
transition”(Kalluri & Weinberg 2009). 
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En conjunto, todo esto nos  muestra el delicado equilibrio existente entre los inductores y los 
represores del proceso de EMT  y nos ofrece una interpretación más dinámica de la fluidez y 
plasticidad de este proceso (Nieto et al. 2016). 
Como mencioné anteriormente, la EMT presenta un papel fisiológico fundamental durante en 
desarrollo embrionario permitiendo la generación de tejidos y órganos cuyos precursores son 
originados lejos de su destino final. En contraposición, en células adultas, el proceso de EMT tiene 
lugar en condiciones patológicas encontrándose implicada en el desarrollo de la progresión tumoral y 
de enfermedades degenerativas como la fibrosis (Nieto 2009).  
4.1. Tipos de EMT. 
La transición epitelio-mesénquima o EMT puede clasificarse en 3 subtipos distintos en función el 
contexto celular en el que se produzca y de las consecuencias funcionales que provoque. De este 
modo, la EMT tipo I se asocia al desarrollo embrionario, la EMT tipo II asociada a la regeneración 
tisular y a la fibrosis y la EMT tipo III relacionada con la progresión tumoral y la metástasis (Kalluri & 
Weinberg 2009). 
I. EMT tipo I: EMT durante la embriogénesis y el desarrollo de órganos 
Este tipo de EMT tiene lugar durante la implantación del embrión en el útero, durante la gastrulación 
y durante la formación de la cresta neural en amniotas. No provoca fibrosis ni induce un fenotipo 
invasivo, sino que genera células mesenquimales con potencial para experimentar el proceso reverso 
de MET y generar un epitelio secundario (Kalluri & Weinberg 2009) 
Durante la implantación embrionaria, determinadas células del área extraembrionaria, 
experimentan un proceso de EMT, lo que permite por ejemplo que las células del tropoectodermo se 
infiltren en el endometrio y se anclen a la placenta (Pijnenborg et al. 1980). 
La gastrulación, es el proceso fundamental que permite la formación de las tres capas embrionarias 
germinales: Ectodermo, mesodermo y endodermo, a partir de epiblasto que es la primera capa 
embrionaria epitelial. Este proceso, requiere un conjunto de cambios drásticos necesarios para 
remodelar una única capa epitelial y transformarla en un embrión multilaminado y tridimensional. 
De este modo, tal y como se muestra en el Figura 20, un conjunto de células del epiblasto, se 
desplaza hasta la línea central formando la línea primitiva. En este momento, la membrana basal se 
rompe localmente y estas células inician un proceso de EMT y se internalizan generando el 
mesodermo y el endodermo, mientras que aquellas que permanecen en el epiblasto conformarán el 
ectodermo. Así, a través de varios ciclos de EMT y MET, el ectodermo dará lugar a la piel y al sistema 
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nervioso, el mesodermo originará el músculo cardiaco y el esqueleto y el endodermo formará el 
tracto digestivo (Acloque et al. 2009). Desde un punto de vista bioquímico, en el programa de EMT 
que se inicia durante la gastrulación participan como moléculas señalizadoras, proteínas de la familia 
de TGFβ (Nodal, Bg1 y BMPs) junto con Wnts y FGF (Skromne & Stern 2001; Chea et al. 2005; 
Mathieu et al. 2004) que activarán genes de la familia de Snail que reprimirán la expresión e la E-
caderina e inducirá la transición epitelio-mesénquima (Nieto 2002). 
 
 
Figura 20: EMT de tipo I: gastrulación.  
Adaptado de “ Role of Cripto-1 during 
epithelial to mesenchymal transition in 





Asimismo, el proceso de EMT también se produce durante el desarrollo del sistema nervioso de 
vertebrados originando las células de la cresta neural. Las células epiteliales localizadas cerca del 
tubo neural experimentan un proceso de EMT que  dota de capacidad migratoria a las células de la 
cresta neural, las cuales se desplazarán lejos del tubo neural, recorrerán todo el embrión y se 
diferenciarán en tejido óseo, musculo liso, neuronas periféricas y melanocitos, para lo cual y del 
mismo modo que durante la gastrulación serán necesarios distintos ciclos de EMT y MET (Duband et 
al. 1995). 
II. EMT tipo II: EMT asociada a la regeneración tisular y la fibrosis. 
Se trata de un tipo de EMT que tiene lugar en el tejido adulto y se asocia con cicatrización, 
regeneración de tejidos y fibrosis. Se produce en respuesta a una señal inflamatoria o de daño tisular 
que requiere el inicio de un programa de reparación que normalmente genera fibroblastos y otros 
tipos celulares similares, con la finalidad de reconstruir el tejido u órgano en cuestión (Kalluri & 
Neilson 2003).  
Los primeros logros en este campo proceden de estudios en ratones transgénicos, portadores de 
genes reporteros controlados por promotores epiteliales, cuyo comportamiento evidenció que las 
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células epiteliales, vía EMT, eran precursoras de los fibroblastos que se originaban durante la fibrosis 
(Rastaldi et al. 2002).  
Durante el proceso de cicatrización, las células localizadas alrededor de la herida son capaces de 
restaurar la arquitectura original del tejido gracias a la transición epitelio-mesénquima (Martin 1997). 
De este modo, tras un daño en la piel, los queratinocitos epidérmicos que se encuentran a lo largo de 
los límites de la herida, sufren un proceso similar a la EMT denominado EMT parcial que les permite 
migrar al lugar del daño. Así, estos queratinocitos, pierden sus contactos célula-célula y célula-
sustrato, secretan enzimas que degradan la matriz, reorganizan el citoesqueleto, migran hasta la 
herida e invaden el tejido conectivo subyacente, participando en la re-epitelización del tejido (Arnoux 
et al. 2008; Thiery & Sleeman 2006).  
La fibrosis tiene lugar en tejidos epiteliales y está mediada por células inflamatorias y fibroblastos 
que emiten señales pro-inflamatorias y componentes de la matriz extracelular como colágeno y 
laminina. La fibrosis hace referencia a los tejidos conectivos que se forman con el objetivo de reparar 
una zona dañada, no obstante, si esta formación de tejido se vuelve excesiva e incontrolable, la 
fibrosis deriva en patológica y las funciones del órgano se ven comprometidas (Kalluri & Weinberg 
2009). En este contexto, existen evidencias que implican a la EMT en los procesos de fibrosis que 
tiene lugar en riñón, hígado, pulmón e intestino (M. Zeisberg et al. 2007; E. M. Zeisberg et al. 2007; 
Kim et al. 2006) . 
III. EMT tipo III: EMT durante la progresión tumoral y la metástasis. 
Del mismo modo que la adquisición de propiedades invasivas y migratorias resulta fundamental 
durante los procesos de desarrollo embrionario, numerosas evidencias muestran que estas 
características son igualmente importantes durante una etapa determinada de la progresión 
tumoral: la formación de metástasis. Por ello, se ha sugerido que la EMT se activa en ciertas células 
del tumor primario, las cuales adquieren un estado mesenquimal que las dota de las características 
necesarias para migrar fuera del tumor primario y colonizar sitios distantes en los que se establecen 
originando las metástasis (Thiery et al. 2009). De este modo y aunque datos recientes sugieren 
cautela en cuanto al papel de la EMT durante la progresión tumoral (Fischer et al. 2015; Zheng et al. 
2015), lo cierto es que numerosas evidencias apoyan la idea de que la EMT (vista como un espectro 
de estados intermedios) podría activarse por señales procedentes del microambiente tumoral y 
desencadenar una serie de acontecimientos clave necesarios para la progresión tumoral (Ye & 
Weinberg 2015; Lamouille et al. 2014; Thiery et al. 2009). 
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4.2. EMT y cáncer. 
Aproximadamente el 80% de los tumores malignos humanos derivan de tejidos epiteliales originando 
lo tipos de cáncer más comunes (pulmón, colón, mama, páncreas, próstata…) y el estado epitelial de 
las células de origen, determina que en una etapa temprana los tumores que surgen de estos tejidos 
continúan expresando citoqueratinas y E-caderina, marcadores del estado epitelial. Además, las 
células neoplásicas de estos tumores primarios también conservan características propias de un 
fenotipo epitelial como la ausencia de motilidad y la capacidad para formar láminas celulares 
continuas. En contraposición, las células procedentes de tumores más avanzados que han sido 
sometidas a toda una sucesión de acontecimientos que denominamos como “progresión tumoral”, 
presentan características de células mesenquimales, asociadas con la diseminación metastásica 
(Huber et al. 2005; Rhim et al. 2012; Sarrió et al. 2008)  y que podrían explicarse por una activación 
durante la progresión tumoral de un programa de EMT.  
En el caso por ejemplo del cáncer de mama, la adquisición de características mesenquimales se 
encuentra directamente relacionada con los subtipos más agresivos de esta enfermedad. En este 
sentido, se han realizado numerosos estudios de pérdida y ganancia de función en modelos de 
xenoinjertos tumorales, que demuestran la existencia de un enlace entre la activación de EMT y la 
adquisición de propiedades malignas. De este modo la eliminación de los EMT-TFs Twist, Snail y Zeb1 
inhiben la diseminación metastásica, así como la expresión de éstos induce  la activación de un 
programa de EMT que potencia la diseminación metastásica de células tumorales de mama en ratón 
(Roy et al. 2014; Wu et al. 2009; Yang et al. 2004; Tran et al. 2014). 
Por otro lado, la transición epitelio-mesénquima también parece tener un papel en la resistencia a 
fármacos y consecuente recurrencia de la enfermedad en pacientes con cáncer de mama (Cheng et 
al. 2014; Creighton et al. 2009; Oliveras-Ferraros et al. 2012). En un modelo de ratón de inducción de 
tumores por Her2, el EMT-TF Snail se activa espontáneamente en tumores recurrentes in vivo 
dotándolos de un fenotipo mesenquimal (Moody et al. 2005). Además, la conexión entre activación 
de la EMT y una mayor tumorogenicidad ha sido confirmada en una gran variedad de líneas 
tumorales humanas (Creighton et al. 2010) y recientemente, se ha descrito como la inhibición de la 
activación del EMT-TF Zeb1 suprime la transición de células tumorales de un estado ligeramente 
tumorogénico a un estado muy agresivo, en el que se incrementa la capacidad iniciadora de tumores 
(Chaffer et al. 2013). 
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4.2.1. EMT en la regulación de la cascada metastásica. 
En células tumorales, la adquisición de características mesenquimales es el resultado de la activación 
de un programa de EMT que proporciona a estas células las características necesarias para ejecutar 
la mayor parte de los pasos que componen la cascada de invasión y metástasis (Polyak & Weinberg 
2009).  
Esta cascada implica que en respuesta a una señal inductora de EMT, una población de células 
epiteliales del tumor primario pierdan sus propiedades epiteliales y comience a separarse del 
conjunto de células del tumor original adquiriendo, gracias a las señales de EMT proporcionadas por 
las células del estroma, ciertas características de célula mesenquimal (estado metaestable 
intermedio) que permiten la invasión de los tejidos colindantes. Un fenotipo completamente 
mesenquimal facilita la intravasación en capilares sanguíneos o vesículas linfáticas y la mayor 
resistencia al estrés genotóxico permite que las células viajen a través del torrente sanguíneo, 
extravasen e invadan un nuevo tejido. Aquí, las células deben adaptarse  y sobrevivir en el 
parénquima de un órgano distante y formar los depósitos micrometastásicos, algunos de los cuales 
pueden ocasionalmente formar metástasis macroscópicas. Este último paso, se denomina 
colonización e implica la adaptación de las células tumorales a un tejido  y un microambiente 
diferente (Figura 21), proceso en el cual la EMT no parece tener ningún papel (Tam & Weinberg 
2013). Es importante destacar, que la ganancia por parte de las células tumorales de características 
mesenquimales no es permanente, sino que posteriormente, tanto las células que habían 
experimentado un proceso de EMT en el tumor primario, como aquellas que han colonizado el nuevo 
tejido, vuelven a adquirir un estado epitelial a través de una transición mesénquima-epitelio (MET), 
necesaria para la colonización y que pone de manifiesto la naturaleza plástica de todos estos cambios 
(Ocaña et al. 2012; Tsai et al. 2012).  
Los patrones de activación de la EMT durante el desarrollo dictan que este programa se inicia en 
respuesta a señales del microambiente celular, por ello y en extensión, un patrón de señales similar 
debe operar durante la progresión tumoral, dando lugar a la activación de este programa. De hecho, 
en ciertos tumores la activación del proceso de EMT puede observarse en células localizadas muy 
próximas a las células del estroma, en concreto de las células que forman el estroma activo, que se 
desarrolla posteriormente durante la progresión tumoral  y se compone no solo de fibroblastos y 
myofibroblastos sino que también están presentes otros tipos celulares relacionados con 
cicatrización e inflamación tales como  células madre mesenquimales (MSCs) macrófagos y linfocitos 
(Ye & Weinberg 2015) 





Figura 21: La plasticidad del 
proceso de EMT permite que 
las células tumorales 
adquieran adaptaciones 
funcionales durante el 
proceso de invasión y 
metástasis.  Adaptado de 
“The epigenetics of epithelial-
mesenchymal plasticity in 




Una vez activado, el mantenimiento del programa de EMT de una célula del tumor dependerá de las 
continuas señales paracrinas recibidas del estroma (lo que explica el proceso de MET que permite a 
las células adquirir de nuevo un estado epitelial cuando no detectan las señales inductoras). Una de 
las señales paracrinas mejor descritas es la del factor de crecimiento transformante TGFβ, el cual es 
fundamentalmente liberado por los myofibroblastos (Oft et al. 1998). Además se han descrito 
muchas otras moléculas señalizadoras alternativas que participan en el proceso de inducción de la 
EMT tales como Wnt, Notch, Sonic hedgehog (Shh), citoquinas, prostaglandina E2 (PGE2) y factores 
de crecimiento (EGF, FGF, HGF,PDGF y VEGF) (Thiery et al. 2009) e incluso alternativamente, el 
programa de EMT de la célula tumoral podría mantenerse de manera autónoma mediante puntos de 
retroalimentación positiva (Scheel et al. 2011). Es importante reseñar que en cualquier circunstancia, 
el programa de EMT se activará en respuesta a distintas señales que actuarán de manera conjunta 
asegurando que la EMT solo se activa cuando se cumplen todos los requisitos necesarios (Thiery et 
al. 2009). 
En  estudios realizados con tumores de mama en modelos de ratón, utilizado para seguir la activación 
endógena de EMT-TF Snail (Tran et al. 2014; Ye et al. 2015), se ha demostrado que la activación 
endógena de Snail y del programa de EMT se produce en el tumor primario y permitiendo la invasión 
y la formación de células tumorales circulantes (CTCs), pero que no es requerida para la colonización 
metastásica. De hecho, las metástasis distantes encontradas en pacientes suelen mostrar 
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características epiteliales, una organización que se corresponde con la de su tejido de origen y varios 
trabajos convergen en la idea de que la activación constitutiva de un programa de EMT, bloquearía la 
MET, previniendo la colonización metastásica (Ocaña et al. 2012; Tsai et al. 2012). 
4.2.2. EMT y células madre cancerígenas. 
La heterogeneidad celular ha sido ampliamente descrita en diferentes tipos de tumores sólidos y 
hematopoyéticos, lo que implica la coexistencia de células tumorales con distintos potenciales 
tumorogénicos, que puede ser explicada bien por la sucesiva acumulación de mutaciones que 
originarían los diferentes subclones o por la hipótesis de la existencia de una población de células con 
mayor potencial tumorogénico denominadas células tumorales iniciadoras o células madre 
tumorales  (CSCs, del inglés Cancer Stem Cells) (Ye & Weinberg 2015).  
Las CSCs presentan las mismas características que las células madre normales en tanto a su 
capacidad de auto-renovación y generación de progenitores que pueden diferenciarse originando 
distintos tipos celulares (división asimétrica). Las CSCs representan por tanto, un pequeño porcentaje 
del tumor y son responsables de la progresión, mantenimiento y crecimiento del tumor manteniendo 
por un lado la población de CSCs y por otro generando una población no tumorogénica diferenciada. 
Las poblaciones de células madre tumorales pueden ser definidas y aisladas en base a la expresión de 
una serie de marcadores de membrana específicos de cada órgano. En el caso de los tumores de 
mama, las CSCs pueden ser aisladas de otras células de tumor pues se caracterizan por una baja 
expresión del marcador de superficie CD24 y un incremento de CD44 (Al-Hajj et al. 2003; Al-Hajj & 
Clarke 2004). Además, del mismo modo que las células madre normales, las células tumorales CD24-
/CD44+, forman mamosferas en condiciones no adherentes y su implantación en ratones 
inmunodeprimidos permite la generación de tumores. 
Recientes estudios han establecido un link entre la inducción de la EMT y la adquisición de 
características funcionales y moleculares de CSCs. En este sentido, la sobrexpresión de los EMT-TFs 
TWIST, SNAIL y ZEB1 en células epiteliales de mama inmortalizadas o transformadas, incrementa la 
frecuencia de CSCs iniciadoras de tumores (Morel et al. 2008; Morel et al. 2012; Guo et al. 2012). 
Además, tumores de mama de ratón y humanos, con una elevada expresión de EMT-TFs se 
encuentran enriquecidos en CSCs (Taube et al. 2010). 
La actividad transcripcional de los EMT-TFs está implicada en la adquisición de propiedades propias 
de célula madre a distintos niveles (Figura 22). El factor de transcripción TWIST puede activar la 
expresión de BMI1, proteína que mantiene la capacidad de auto-renovación mediante la represión 
del locus INK4A/ARF (Yang et al. 2010).  
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 ZEB1 puede reprimir los miembros de la familia miR200 que controlan la expresión de genes 
asociados con células madre BMI1, KLF4 y SOX2 (Wellner et al. 2009; Shimono et al. 2009). SNAI2 o 
SLUG coopera con el factor de transcripción SOX9, factor importante para el mantenimiento del 
estado de célula madre en adultos ya que induce la desdiferenciación de células epiteliales de mama 
y confiere la propiedad de formar mamosferas (Guo et al. 2012). 
 
 
Figura 22: Relación cruzada entre 
EMT-TFs y  factores asociados a 
“stemness”  Adaptado de “Oncogenic 
roles of EMT-inducing transcription 







4.2.3. EMT y resistencia a tratamientos tumorales. 
La transición epitelio-mesénquima confiere resistencia a la muerte celular inducida por diferentes 
estímulos (incluidos los quimioterapéuticos), tanto en embriones como en células tumorales (Thiery 
et al. 2009; Vega et al. 2004; Singh & Settleman 2010). De acuerdo con esto, líneas celulares 
epiteliales de colon que adquieren resistencia a oxiplatino muestran una morfología mesenquimal y 
expresan marcadores de EMT (Yang et al. 2006). Del mismo modo, la resistencia de líneas celulares 
tumorales epiteliales de ovario a paclitaxel también se encuentra asociada con la pérdida del 
fenotipo epitelial (Kajiyama et al. 2007). Del mismo modo una población de células MCF7 o MDA-
MB434 seleccionadas por sus propiedades invasivas, presentaban unos niveles elevados de Twist y 
resistencia a placlitaxel (Cheng et al. 2007). Snail también confiere resistencia a placlitaxel, 
adriamicina y radiación antagonizando la apoptosis mediada por p53 (Kajita et al. 2004; Kurrey et al. 
2009) 
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4.3. Vías de señalización de la EMT. 
La transición epitelio-mesénquima es un proceso finamente regulado que presenta un papel tanto 
durante el desarrollo embrionario como durante la regeneración tisular o la progresión tumoral. 
Además, las vías de señalización implicadas en los diferentes tipos de EMT son muy similares.  
Los estudios con cultivos celulares han sido fundamentales para establecer los mecanismos 
moleculares que regulan este proceso y han mostrado la existencia de un elevado número de 
procesos moleculares que cooperan en la iniciación y finalización de la EMT. Además, han  permitido 
mostrar la presencia de numerosos puntos de “crosstalk” que permiten la activación y represión de 
este proceso así como el hecho de que las distintas rutas de señalización de EMT converjan en los 
mismos eventos finales tales como la disminución de los niveles de expresión de E-caderina y la 
expresión de genes asociados a EMT (Thiery & Sleeman 2006; Lamouille et al. 2014). 
El mecanismo encargado de la regulación de la EMT no es lineal sino que se produce a diferentes 
niveles e integra modificaciones epigenéticas, controles transcripcionales, splicing alternativo, 
estabilidad de proteínas y localización subcelular (Nieto et al. 2016). Independientemente del 
contexto, los eventos clave durante el proceso de transición epitelio-mesénquima  (Figura 23) son la 
reducción de las adhesiones epiteliales célula-célula mediante la represión transcripcional de las 
caderinas (componentes fundamentales de las uniones célula célula), ocludina y claudina 
(componentes de las uniones estrechas) y desmoplaquinas (componentes de los desmososmas) , la 
pérdida de la polaridad apico-basal y la adquisición de una polaridad frontal posterior (necesaria para 
migración direccional), la reorganización del citoesqueleto y cambios en la morfología celular, la 
disminución de toda una firma de expresión génica epitelial y la activación de genes que favorecen la 
definición del fenotipo mesenquimal, promoviendo el incremento de las protusiones celulares y la 
movilidad y la habilidad para degradar proteínas de la matriz extracelular (ECM) que permitan la 
adquisición de un comportamiento invasivo (Thiery & Sleeman 2006). 
Todas estas vías son activadas en respuesta a señales activadoras de diverso origen, enviadas por el 
microambiente y las estructuras adyacentes, asegurándose así una cierta especificidad. Entre estas 
señales destacan las procedentes de componentes de la matriz extracelular como colágeno o ácido 
hialurónico (Thiery & Sleeman 2006) y las de factores de crecimiento como miembros de la familia de 
TGFβ , FGF, EGF y DF/HGF (Gonzalez & Medici 2014). La señalización mediada por receptor en 
respuesta a estos ligandos, induce la activación de moléculas efectoras intracelulares tales como los 
miembros de la familia de las GTPasas: Ras, Rho y Rac y miembros de la familia de la tirosina-quinasa 
Src.  
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Estos efectores, promueven la ruptura de las  uniones célula-célula y los cambios en la organización 
















Figura 23: Eventos celulares durante la EMT. Adaptado de “Molecular mechanisms of epithelial-mesenchymal transition” 
(Lamouille et al. 2014) 
 
Además la activación de estas rutas de señalización también produce la inducción de factores de 
transcripción (EMT-TFs) que promueven cambios en los patrones de expresión génica que subyacen 
la EMT.  
Cabe destacar que diferentes activadores extracelulares activan las mismas vías de activación 
intracelulares y que por lo general, la activación de un proceso de EMT necesita de la combinación de 
diferentes señales. La primera tiene la función de iniciar el proceso mientras que las otras garantizan 
su mantenimiento (Thiery & Sleeman 2006; Gonzalez & Medici 2014). 
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Los factores de transcripción inductores de EMT son denominados EMT-TFs y perteneces a 3 familias 
principales: SNAIL (SNAIL1 o SNAIL, SNAIL2 o SLUG y SNAIL3 o SMUC), ZEB (ZEB1, ZEB2) y TWIST 
(TWIST1, TWIST2).  La expresión de estos factores de transcripción se produce durante una etapa 
temprana del proceso de EMT y presentan papeles centrales en desarrollo, fibrosis y cáncer 
(Lamouille et al. 2014; Barrallo-Gimeno & Nieto 2005). Debido a sus diferentes perfiles de expresión, 
su contribución a la EMT dependerá del tipo celular o tejido implicado y de la ruta de señalización 
que inicie el programa. Además pueden controlar la expresión entre ellos y colaboran para activar los 
mismos genes diana (Peinado et al. 2007). Es importante mencionar que también se han descrito 
otros factores con estas propiedades tales como Goosecoid, FOXC2, SIX1 y más recientemente PRRX1 
(Craene & Berx 2013). 
5. La familia de proteínas de TGFβ. 
La familia de citoquinas de TGFβ se encuentra compuesta de 33 miembros en humanos, entre los 
que se incluyen las isoformas de TGFβ, activinas, proteínas morfogénicas óseas (BMPs, del inglés 
Bone Morphogenetic Proteins) y factores de crecimiento y diferenciación (GDFs, del inglés  growth 
and differentiation factors) (Heldin et al. 2009). 
En mamíferos existen 3 isoformas de TGFβ (β1, β2, β3) que ejercen su función a múltiples niveles, 
participando tanto en la inducción de programas de desarrollo durante la embriogénesis como en el 
organismo adulto controlando el comportamiento celular, el sistema inmune y estimulando la 
angiogénesis. De este modo, se ha descrito que la familia de proteínas de TGFβ interviene en 
aspectos esenciales relacionados con la fisiología y la homeostasis tisular regulando procesos como: 
proliferación celular,  diferenciación, morfogénesis, migración, adhesión, transición epitelio-
mesénquima, muerte y supervivencia celular. De hecho, la sobreactivación de miembros de la familia 
de TGFβ se ha relacionado con diferentes enfermedades desde la fibrosis hasta el cáncer (Massague 
1990; Wharton & Derynck 2009). Por esta razón, las rutas de señalización de TGFβ suponen una 
interesante diana terapéutica para el desarrollo de fármacos (Akhurst & Hata 2012). 
5.1. TGFβ: Vías de señalización. 
El factor β de crecimiento transformante (TGFβ, del inglés Transforming growth  factor-β)  es una 
proteína de 25 KDa que ejerce una gran variedad de funciones diferentes incluso opuestas, 
dependiendo de las condiciones y del tipo celular (Miettinen et al. 1994; Massagué 2012). 
Las 3 isoformas de TGFβ son sintetizadas como proteínas precursoras inactivas a partir de las cuales 
se originan las formas maduras activas del factor. La molécula de citoquina biológicamente activa 
  III- INTRODUCCIÓN 
 
66 
consiste en un dímero compuesto por una cadena de polipéptidos que son procesados en el 
precursor por enzimas como la furina. El dímero activo de TGFβ se une a un complejo 
heterotetramérico de la superficie celular compuesto por dos receptores con actividad quinasa tipo I 
y dos de tipo II. TGFβ se une con mayor afinidad a sus receptores tipo II los cuales se fosforilan y 
acoplan a los receptores tipo I, que se unen al complejo y se activan propagando la señal hasta el 
núcleo, donde inducen o reprimen la transcripción de genes diana que regulan las distintas 
respuestas celulares (Figura 24). La respuesta de señalización intracelular de TGFβ incluye tanto vías 
canónicas, a través de las proteínas SMAD como no canónicas (Derynck & Zhang 2003).  
 
Figura 24: Señalización de TGFβ a través de la ruta dependiente e independiente de proteínas SMAD. Adapatado de 
“Targeting the TGFβ signaling pathway in disease” (Akhurst & Hata 2012) 
 
- Vía de señalización canónica: señalización dependiente de las proteínas SMAD. 
Las proteínas SMAD han sido identificadas como las principales transductoras de la señalización de 
TGFβ. En vertebrados, se han descrito ocho proteínas SMAD que se clasifican en 3 categorías según 
su función (Derynck & Zhang 2003). 
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1. SMAD activadas por receptor o R-SMAD: SMAD-1, -2, -3, -5, -8. SMAD 2 y 3 son fosforiladas por 
receptores de TGFβ y activinas mientras que SMAD 1, 5 y 8 por los receptores de BMP. 
2. SMAD mediadora común o C-SMAD: SMAD -4 
3. SMAD inhibidoras o I-SMAD: SMAD -6 y -7 
En esta ruta, la activación del receptor tipo I (TβRI o ALK5) permite la fosforilación de dos residuos 
de serina en el motivo SXS c-terminal de las proteínas R-SMAD -2 y -3, las cuales se liberarán del 
complejo del receptor, se unirán al mediador común SMAD-4 y se translocarán al núcleo donde 
interaccionarán específicamente con otros factores de transcripción (cofactores) como AP-1 o 
participarán en la regulación y maduración de micro-RNAs (miRNAs) regulando respuestas 
transcripcionales relacionadas con las diferentes funciones biológicas de TGFβ (de Caestecker 2004). 
La activación de las R-SMADs por ALK5 es inhibida por las I-SMADs que también son sintetizadas en 
respuesta a TGFβ e interactúan con el receptor de tipo I/ALK5 compitiendo por él, o por el 
reclutamiento de E3 ligasas y fosfatasas  a los complejos receptores que promueven la degradación 
mediada por ubiquitina o la defosforilación e inactivación de los mismos, sugiriendo mecanismos de 
auto-regulación negativa. 
Por último, se han descrito mecanismos que van a determinar el final de la señalización de las 
SMADS. Este es el caso de los genes diana de SMADS: SnoN y Ski, los cuales codifican proteínas que 
se unen a las SMADS reprimiendo la transcripción en un mecanismo de retroalimentación negativa 
(Figura x6) (Heldin et al. 2009).  
- Vía de señalización no canónica: señalización independiente de las proteínas 
SMAD. 
La señalización de TGFβ a través de otras vías no SMAD es uno de los mecanismos que subyacen a la 
multifuncionalidad y complejidad de respuestas del ligando, capaz de regular la actividad de una gran 
variedad de moléculas señalizadoras (Figura 24). 
Esta ruta consiste en la transmisión de la señal procedente del complejo del receptor de TGFβ a 
través de otros factores entre los que se incluyen: Factor 4 asociado al receptor de TNF (TRAF4, del 
inglés Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 4), TRAF6, TAK1 o quinasa 1 activada 
por TGFβ, MAP quinasas p38 y ERK, RHO GTPasa, PI3K-AKT, JNK o NFκB (Akhurst & Hata 2012; 
Moustakas & Heldin 2005). 
De este modo, las respuestas celulares inducidas por la señalización de TGFβ son el resultado de la 
combinación dinámica de ambas cascadas que pueden relacionarse y modularse mutuamente, 
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siendo ambas también influenciadas por otras rutas de señalización como TNF, RAS, WNT, Hedgehog 
y Notch (Guo & Wang 2009). 
5.2. Funciones biológicas de TGFβ y su relación con el cáncer 
TGFβ posee un papel dual y opuesto durante el proceso de tumorogénesis: es un potente supresor 
de tumores en el contexto de células pre malignas (etapa temprana) pero potencia la invasión y la 
metástasis en el contexto de células en un estado de tumorogenicidad más avanzado (Massagué 
2008). Del mismo modo, en función del microambiente, TGFβ puede inducir proliferación celular o 
inhibir el crecimiento, inducir diferenciación o potenciar la pluripotencialidad y las características de 
célula madre. Es lo que conocemos como la paradoja de la acción de TGFβ. 
- Inhibición de la proliferación. 
TGFβ provoca inhibición del crecimiento en la mayoría de los tipos celulares entre los que se incluyen 
células del sistema inmunitario, epiteliales, endoteliales, hematopoyéticas (Derynck et al. 2001). En 
células epiteliales, TGFβ activa la transcripción de los inhibidores de quinasas dependientes de 
ciclinas CDK1A y CDK21 que codifican respectivamente a p21CIP1 y p15INK4B provocando una parada 
del ciclo en fase G1 (Gomis et al. 2006). Por otro lado, TGFβ inhibe la expresión del factor de 
transcripción Myc (requerido para la proliferación celular y el crecimiento) y de miembros de la 
familia ID (Heldin et al. 2009). Sin embargo, muchos tumores son capaces de reducir los efectos 
inhibidores del crecimiento de TGFβ respondiendo de manera pro-tumorogénica a la presencia del 
ligando. En este sentido, se ha observado en tumores gástricos un incremento en la expresión de 
determinados miRNAs (miR-106b, miR93 y miR-25) que interfieren con la expresión de p21CIP1 y la 
proteína pro-apoptótica Bim, correlacionado con la pérdida de actividad supresora de tumores de 
TGFβ. 
- Señalización de apoptosis. 
La habilidad de los miembros de la familia de TGFβ para inducir apoptosis es fundamental durante la 
embriogénesis y como parte de su actividad supresora de tumores. De hecho, La actividad 
proapoptótica de TGFβ se ha descrito en múltiples tipos celulares  y aunque los mecanismos 
implicados en este proceso difieren en función del modelo celular, la mayoría parecen depender de 
la acción de las proteínas SMADs. 
TGFβ promueve apoptosis en hepatocitos (Sánchez y Fabregat) y linfocitos-B a través de la 
transcripción dependiente de SMADs de la fosfatasa MKP2 que potencia el efecto pro-apoptótico del 
miembro de la familia Bcl-2 Bim (Ramesh et al. 2008). En células de cáncer de colon, TGFβ inhibe la 
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expresión de survivina y la actividad de AKT, permitiendo la apoptosis (Wang et al. 2008). Por otro 
lado, TGFβ a través de la activación de SMAD2-3 y en colaboración con los factores de transcripción 
Rb y E2F4, suprime el efecto de la survivina  induciendo apoptosis en células epiteliales de próstata 
(Yang et al. 2008). Por último, se ha descrito que la E3 ligasa TRAF6 se une constitutivamente al TβRI 
o ALK5. La oligomerización dependiente de ligando del complejo receptor (TβRII- TβRI), provoca la 
auto-poliubiquitinación de TRAF6 que se activa y poliubiquitina a la MAP quinasa TAK1, la cual 
fosforila y activa a MKK3 o MKK6 que a su vez activan a p38. La activación de esta ruta se produce de 
manera independiente de R-SMADs y SMAD 7 actúa como proteína de soporte que facilita la 
activación de esta cascada de MAP quinasas y la inducción de apoptosis, la inhibición del crecimiento 
y la EMT (Sorrentino et al. 2008; Yamashita et al. 2008). 
- Inducción de EMT. 
TGFβ es uno de los inductores más potentes y mejor estudiados de transición epitelio-mesénquima 
en la mayor parte de los tejidos epiteliales y endoteliales y por ello está vinculado a la regulación de 
procesos como la cicatrización, la fibrosis y el cáncer (Lamouille et al. 2014). La mayor parte de los 
sistemas en los que se ha observado EMT, ésta se encuentra regulada por TGFβ1, mientras que 
TGFβ2 principalmente controla EndMT en el desarrollo del corazón y TGFβ3 media EMT en el 
desarrollo del paladar (Gonzalez & Medici 2014). 
 
 
Figura 25: Mecanismo molecular de inducción de EMT por TGFβ.  Adaptado de “Molecular mechanisms of epithelial to 
mesenchymal transition” (Lamouille et al. 2014) 




Por sí solo, el tratamiento con TGFβ es suficiente para inducir EMT en células epiteliales in vitro y en 
su inducción se ven implicadas tanto la vía canónica como la independiente de SMADs, existiendo 
también interacción entre ambas vías (Figura 25) (Derynck et al. 2014).  
De esta forma, a través de la ruta de las SMADs, TGFβ activa e incrementa la expresión de los EMT-
TFs: Snail, Slug, Zeb1 y Twist y de miRNAs (miR-34 y miR200). Además SMADs activadas por TGFβ 
también son responsables de otros cambios que se producen en la expresión de genes durante el 
proceso de EMT en el que no se requiere la acción de los EMT-TFs. SMADs pueden activar 
directamente la expresión de genes mesenquimales como aquellos que codifica para la Fibronectina, 
la vimentina y el colágeno (Lamouille et al. 2014; Moustakas & Heldin 2005).  
Por su parte, y de manera complementaria a la señalización dependiente de SMADs, las vías no 
canónicas señalizan a través de las rutas de RHO GTPasas, PI3K y MAPK, las cuales también 
contribuyen al proceso de EMT promoviendo la remodelación del citoesqueleto y la disolución de las 
uniones célula-célula (Xu et al. 2009). La activación de RHO, RAC y CDC42 GTPasas promueve la 
reorganización de la actina, y la formación de lamelipodia y filopodia (Ridley et al. 2011). Por otro 
lado, PAR6 interacciona con los receptores de TGFβ en la uniones estrechas, reclutando a la E3 
ubiquitín ligas SMURF1 que promueve la Ubiquitinación local de RHOA y la disolución de las uniones 
estrechas(Ozdamar et al. 2005) 
 En células epiteliales, TGFβ también activa la ruta PI3K-AKT-mTORC1/mTORC2 (del inglés, 
mammalian TOR complex 1) y la inhibición farmacológica de PIRK impide la EMT inducida por TGFβ. 
En esta ruta, mTORC1 contribuye a incrementar el tamaño celular, la síntesis de proteínas, la 
invasividad y la motilidad, mientras que mTORC2 es necesario para la transición desde un fenotipo 
epitelial a uno mesenquimal  (Lamouille & Derynck 2007; Bakin et al. 2000; Lamouille et al. 2012). 
6. Estrés en el retículo endoplasmático y UPR. 
El retículo endoplasmático (RE) es una compleja y dinámica red celular tridimensional de 
membranas tubulares, sacos y cisternas, fuertemente interconectadas entre sí. El RE se extiende por 
toda la célula, abarcando desde la membrana externa de la envoltura nuclear hasta las vesículas 
secretoras, llegando a representar más del 50% de las membranas de una célula. Tradicionalmente, 
el RE ha sido dividido en 3 dominios: La envoltura nuclear, el RE liso (sin ribosomas asociados y 
túbulos muy curvados e irregulares) y el RE rugoso (con cisternas aplanadas y numerosos ribosomas 
asociados) (Baumann & Walz 2001).  
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El retículo endoplasmático participa en una gran variedad de funciones celulares, como la síntesis y 
maduración de proteínas de membrana y secretoras, la biosíntesis de fosfolípidos, colesterol y 
esteroides, la degradación de glicógeno y el mantenimiento de la homeostasis del Calcio (Braakman 














Figura 26: Estructura y funciones generales del  Retículo Endoplasmático (RE).  Adaptado de “ Endoplasmic reticulum and  
the unfolded protein response: Dynamics and Metabolic Integration”(Bravo et al. 2013) 
 
No obstante, su función principal es el ensamblaje y maduración de proteínas sintetizadas en los 
ribosomas presentes en la cara citoplasmática del RE rugoso, que posteriormente van a atravesar 
toda una ruta secretora, durante la cual se producirán modificaciones post-traduccionales que 
comprenden desde el plegamiento y la oligomerización proteica hasta la glicosilación y formación de 
puentes disulfuro y finalmente el transporte a otros orgánulos. Por esta razón, en el retículo 
endoplasmático existe todo un complejo sistema de chaperonas, foldasas, cofactores, enzimas y 
mecanismos de control de calidad que van a permitir el correcto plegamiento de las proteínas que 
junto con unas condiciones intraluminales óptimas (estado redox, niveles de Ca2+, nutrientes…) 
garantiza una producción eficiente de éstas (Bravo et al. 2013; Dufey et al. 2015). 
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El estrés en el retículo endoplasmático, se produce como consecuencia de una alteración en la 
homeostasis celular, que puede estar provocada por diversos estímulos (desarrollo de células 
secretoras especializadas como células de plasma o β-pancreáticas, alteraciones en el metabolismo, 
restricción de nutrientes, hipoxia, infecciones de patógenos, alteraciones en los niveles de Ca2+… 
(Rutkowski & Kaufman 2004)), que van a afectar al correcto funcionamiento del RE y con ello al 
plegamiento de las proteínas, ocasionando una acumulación de proteínas mal plegadas que la célula 
intentará reducir mediante la activación de un mecanismo de degradación de proteínas por el 
proteasoma conocido como ERAD (del inglés, ER-Associated Degradation) y la inducción de un 
mecanismo adaptativo conocido como respuesta a proteínas mal plegadas o UPR (del inglés, 
Unfolded Protein Response) que intentará solventar el estrés y promover la supervivencia celular 
(Jäger et al. 2012; Wang & Kaufman 2014). Sin embargo, si el estrés perdura o no se resuelve, la 
célula se dañará de manera irreversible y será eliminada por apoptosis (Urra et al. 2013a). 
Por tanto, la respuesta a proteínas mal plegadas o UPR engloba un conjunto de rutas de 
señalización muy conservadas,  compuesta de proteína sensoras del estado celular (localizadas en la 
membrana de RE) y proteínas efectoras responsables de transmitir la señal a otros compartimentos 
celulares (citosol y núcleo), controlando así la homeostasis celular. De este modo, un desequilibrio 
entre la cantidad de proteínas sin plegar que entra en el RE y la capacidad de la maquinaria celular 
encargada de realizar esta función (estrés en el RE) pone en marcha 3 posibles respuestas (Ron & 
Walter 2007): 
- La primera es una adaptación transitoria que consiste en una reducción de la carga de 
proteínas que entra en el RE para lo que se produce una inhibición de la síntesis y 
transporte de proteínas al RE.  
- La segunda implica un incremento en la capacidad de plegamiento de proteínas del RE. Se 
trata de una respuesta a largo plazo, que requiere de la activación transcripcional de genes 
diana de la UPR entre los que se incluyen aquellos que forman parte de la maquinaria de 
plegamiento del RE. 
- Por último, si no se logra recuperar la homeostasis se induce la muerte celular con la 
intención de proteger al organismo. 
6.1. Rutas de señalización de la UPR. 
En células de mamíferos se han descrito tres proteínas sensoras situadas en la membrana del RE, 
cada una de las cuales conforma una ruta de señalización de la UPR distinta: IRE1 (del inglés, Inositol-
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Requiring Enzyme 1), ATF6 (del inglés, Activating Transcription Factor 6) y PERK (del inglés, Protein 
kinase RNA (PKR)-like ER Kinase) (Schröder & Kaufman 2005) (Figura 27). 
 
 
Figura 27: Respuesta celular a estrés en el retículo endoplasmático en mamífros (UPR).  Adaptado de “Bacteria, the 
endoplasmic reticulum and the unfolded protein response: friends or foes?” (Celli & Tsolis 2014) 
 
6.1.1. Sensando el estrés: Papel de GRP78 /BiP. 
La activación de los tres sensores de la UPR depende de la separación de la proteína chaperona 
GRP78/BiP. En células no estresadas, los dominios luminales de PERK, IRE-1 y ATF6 se encuentran 
asociados con la chaperona GRP78/BiP que los mantiene inactivos. Cuando la situación de estrés de 
produce, GRP78 se disocia de estas proteínas permitiendo su señalización (Bertolotti et al. 2000; 
Shen et al. 2002).  
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La región de GRP78 que se une a IRE-1 y PERK, es la región peptídica que también se une al área 
hidrofóbica expuesta de las proteínas sin plegar. Por ello, se propone que en condiciones normales, 
hay uno elevados niveles de GRP78 (es la proteína más abundante en el lumen del RE), y los dominios 
luminales de las tres proteínas sensoras son rápidamente asociados con GRP78. Sin embargo, GRP78 
es una chaperona y tiene preferencia por las proteínas mal plegadas, de manera que cuando hay una 
acumulación de este tipo de proteínas, GRP78 se separa de las proteínas sensoras, uniéndose a las 
proteínas mal plegadas, quedando PERK e IRE-1 libres para homodimerizar y autofosforilarse 
activando toda su cascada de señalización y ATF6 quedaría libre para desplazarse al aparato de Golgi 
y ser cortada proteolíticamente (a continuación se detallan los mecanismos de activación y 
señalización de cada una de las proteínas sensoras) (Rutkowski & Kaufman 2004). 
6.1.2. Señalización de IRE-1. 
Es la rama de la UPR evolutivamente mejor conservada y estudiada. En mamíferos se han descrito 
dos isoformas: IRE-1α (denominada IRE-1) expresada en todos los tejidos e IRE-1β cuya expresión 
está limitada a los tractos gastrointestinal y respiratorio.  
IRE-1  es una proteína transmembrana de tipo I, con el extremo N-terminal en la región luminal y en 
su parte citosólica un dominio quinasa y otro C-terminal RNasa, lo que hace de esta proteína una 
quinasa/endoribonucleasa bifuncional (Ron & Hubbard 2008; Walter et al. 2011).  
En respuesta a proteínas mal plegadas, GRP78 se disocia e IRE-1 oligomeriza en el plano de la 
membrana permitiendo la trans-autofosforilación de los dominios quinasa yuxtapuestos que se 
activan por completo, activando también el domino ribonucleasa que va a cortar específicamente en 
dos posiciones, un RNA mensajero (RNAm) que codifica un factor de transcripción específico de la 
UPR: XBP1 (del inglés, X-ox Binding Protein-1). (Figura RE_2). El producto de este “splicing” 
alternativo, denominado XBP1s (ha perdido un intrón) es muy estable e induce la expresión de toda 
una serie de genes involucrados en numerosos procesos de la UPR: controla genes implicados en el 
plegamiento y secreción de proteínas, la degradación de proteínas mal plegadas (ERAD) y la síntesis 
de lípidos (Lee et al. 2003; Hetz et al. 2011). 
 El precursor de XBP1 también es traducido, generando una proteína más lábil que reprime la 
expresión de genes diana de la UPR (Ron & Walter 2007). 
Recientemente se ha demostrado como la prolongación experimental de la señalización de IRE-1 
durante estrés en el RE puede promover la supervivencia celular. De este modo, la señalización de 
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IRE-1 supone un importante mecanismo de adaptación que trata de establecer un equilibrio entre la 
capacidad de plegamiento del RE y la demanda de proteínas plegadas. 
6.1.3. Señalización de PERK. 
PERK al igual que IRE-1 es un proteína transmembrana tipo I, con un domino serina/treonina quinasa 
citosólico y un extremo N-terminal luminal (sensor).  
En condiciones de estrés en el RE, GRP78 se une a 
proteínas mal plegadas o sin plegar, permitiendo la 
oligomerización y auto-fosforilación de PERK que se 
activa y fosforila al factor de iniciación de la 
traducción EIF2α, lo que indirectamente inactiva a 
eIF2 provocando una inhibición de la síntesis global 
de proteínas (Walter et al. 2011). De esta manera, 
PERK reduce el flujo de proteínas en el RE reduciendo 
el estrés. Sin embargo, algunos RNAm contienen una 
secuencia en su extremo 5´ conocidas como uORFs 
(del inglés, short Open Reading Frames), que en 
condiciones normales impiden la traducción pero 
que les permite traducirse de manera preferente 
cuando eIF2 se encuentra inactivo. El más conocido 
de estos transcritos es el factor de transcripción ATF4 
(del inglés, Activating Transcription Factor 4), 
miembro de la familia de factores de transcripción 
C/EBP (CCAAT/Enhacer Binding Protein) y cuya 
traducción se ve inducida en condiciones limitantes 
de eIF2 (Schröder & Kaufman 2005).  
Figura 28: Activación y señalización de PERK en respuesta a estrés en el RE.  Adaptado de “ The unfolded protein 
response:from stress pathway to homeostatic regulation” (Walter et al. 2011) 
 
ATF4 controla la expresión de genes implicados en plegamiento, respuestas redox, autofagia, 
metabolismo de aminoácidos que van a ayudar a recuperar la homeostasis y asimismo, va a inducir 
apoptosis a través de la transcripción de CHOP (Chevet et al. 2015). 
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CHOP (del inglés, C/EBP Homologous Protein) es un factor de transcripción que controla genes que 
codifican proteínas implicadas en apoptosis, aunque también va a participar en la recuperación de la 
homeostasis mediante la inducción de la expresión de GADD34 (del inglés, Growth Arrest and DNA 
Damage-inducible 34), un activador de la proteína fosfatasa, PP1C, la cual va a contrarrestar a PERK 
mediante la defosforilación de EIF2α, restaurando la síntesis global de proteínas e inhibiendo la 
traducción de ATF4 (Novoa et al. 2001; Marciniak et al. 2004) (Figura 28). 
Entre las respuestas adaptativas inducida por la señalización de PERK, se encuentra el factor de 
transcripción NRF2. En condiciones basales, NRF2 se mantiene inactivo e interaccionando con la 
proteína KEAP1.  PERK activo puede fosforilar directamente a NRF2, que se liberaría de KEAP1 y 
translocándose  al núcleo donde promueve la transcripción de proteínas antioxidantes (Cullinan et al. 
2003). 
6.1.4. Señalización de ATF6. 
ATF6 es un factor de transcripción anclado en la membrana cuya activación controla principalmente 
el plegamiento de proteínas en el RE y las maquinarias de control de calidad (Chevet et al. 2015).  
La acumulación de proteínas mal plegadas dará lugar a la disociación de GRP78 y ATF6 será 
transportado hasta el aparato de Golgi  donde será procesado por las proteasas de sitio, S1P y S2P 
que van a eliminar los dominios luminal y transmembrana, liberando el fragmento citosólico N-
terminal ATF6(N),  que será translocado hasta el núcleo para activar genes diana de la UPR (Figura 
27) (Haze et al. 1999; Chen et al. 2002). 
Entre las dianas de ATF6 principalmente encontramos proteínas implicadas en el plegamiento de las 
proteínas (chaperonas GRP78 y GRP94), la proteína disulfuro isomerasa, proteínas implicadas en la 
ERAD y XBP1 (Walter et al. 2011; Yoshida et al. 2001). 
6.1.5. Control temporal e interrelación entre los tres brazos de la UPR. 
Aunque los tres brazos de la UPR se activan tras la disociación de GRP78, el tiempo de activación, 
duración del estado activo y señalización son diferentes para cada sensor (PERK, IRE-1 y ATF6). 
Tras un estímulo de estrés en el RE, la primera ruta que se activa es la responsable de la inhibición de 
la síntesis global de proteínas mediada por PERK, ya que EIF2α es un sustrato activo de PERK y por 
tanto no requiere de una translocación nuclear, transcripción o traducción. 
El procesamiento de ATF6 también ocurre bastante rápido tras la exposición a estrés, sin embargo, la 
expresión de los genes controlados por esta proteína sensora, requieren la translocación nuclear de 
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su dominio citoplasmático, la inducción de la transcripción y la síntesis de proteínas (principalmente 
chaperonas), por lo que el incremento en la capacidad de plegamiento de proteínas supone la 
segunda etapa de la UPR. 
La fosforilación de EIF2α por PERK, también permite la traducción de ATF4. Sin embargo, EIF2α 
puede también fosforilarse en respuesta a otros tipos de estrés celular a través de las quinasas GCN2, 
PKR y HR1 (Clemens 2001), por lo que los genes regulados por ATF4 son importantes también para la 
recuperación  de otros tipos de estrés . 
Por último tiene lugar la activación completa de la respuesta de IRE-1, que se encuentra retrasada 
debido a que el incremento en la expresión del  RNAm de XBP1 depende del factor de transcripción 
ATF6 (Yoshida et al. 2001). Por esta razón, la ruta dependiente de XBP1 se activa una vez se han 
inducido los programas transcripcionales de la UPR, esto es después de las rutas de PERK y ATF6. De 
este modo la degradación de proteínas (ERAD) representa el tercer proceso de la UPR (Rutkowski & 
Kaufman 2004). 
6.2 UPR en la supervivencia y en la muerte celular. 
La UPR configura toda una red de eventos de señalización celular muy dinámica y flexible, que 
responde a una amplia variedad de estímulos capaces de alterar el estado metabólico basal de la 
célula. Normalmente, en procesos fisiológicos que requieren una elevada tasa de síntesis proteica y 
secreción, como por ejemplo la transición epitelio-mesénquima (Feng et al. 2014), la activación de 
una UPR adaptativa puede ser sostenida en el tiempo sin que ello suponga la señalización de rutas de 
muerte celular. (Tabas & Ron 2011). No obstante, cuando el estrés en el RE supera un determinado 
límite (que dependerá del tipo y del contexto celular), la UPR iniciará un mecanismo de muerte 
celular. 
De este modo, como ya mencionamos anteriormente, la primera etapa o la reacción inmediata de la 
activación de la UPR es adaptativa, promoviendo la recuperación de la homeostasis y la 
supervivencia celular, a través de mecanismos que mejoran la capacidad de plegamiento de 
proteínas y reducen el flujo de entrada de proteínas al retículo.  
Pero, si el estrés prevalece y no se consigue recuperar la homeostasis, se pone en marcha una 
segunda etapa en la cual, la propia UPR va a activar mecanismos destinados a inducir muerte celular 
(Figura 29) (Hetz 2012). 




Figura 29: Destino celular tras estrés en el RE.  Adaptado de “The unfolded protein response: controlling cell fate decision 
under ERstress and beyond” (Hetz 2012) 
 
6.2.1. Regulación de la apoptosis por la UPR. 
El mecanismo principal de inducción de muerte celular por estrés en el RE es la apoptosis, aunque no 
se descarta que otros tipos de muerte celular como necrosis, necroptosis o autofagia puedan 
contribuir a la eliminación de células en estas condiciones (Urra et al. 2013a). 
Se ha mostrado en diversos tipos celulares y con distintos inductores que la activación de la UPR 
induce la activación de caspasas y la apoptosis fundamentalmente por la ruta mitocondrial (Upton et 
al. 2008; Puthalakath et al. 2007; Li et al. 2006), la cual es regulada por la familia de proteínas Bcl-2 
(apartado proteínas de la familia Bcl-2). 
- Señalización de PERK en la regulación de apoptosis inducida por estrés en el RE. 
En condiciones prolongadas de estrés en el RE, PERK induce muerte celular. De hecho, la activación 
constitutiva de PERK, pero no de IRE-1 induce parada del crecimiento y muerte celular en 
determinados modelos celulares (Lin et al. 2009). Unos de los principales eventos implicados en esta 
respuesta pro-apoptótica es la  inducción del factor de transcripción CHOP.  
El mecanismo molecular implicado en esta respuesta apoptótica implica la regulación transcripcional 
de diversos genes (Figura 30). Entre ellos se encuentra GADD34 que potencia la inducción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS), promoviendo la síntesis de proteínas e induciendo 
proteotoxicidad (Kojima et al. 2003). 
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Por otro lado, la ruta mejor descrita por su papel crucial en la inducción de apoptosis tanto in vitro 
como in vivo, es la ruta PERK/ATF4/CHOP. CHOP es el factor de transcripción más ampliamente 
implicado en la inducción de apoptosis por estrés en el RE. Por ello es importante mencionar que no 
en todos los casos de muerte celular mediada por CHOP requieren de la participación de PERK y 
ATF4, ya que CHOP también es una diana transcripcional de ATF6 y XBP1 (Iurlaro & Muñoz Pinedo 
2015) 
El mecanismo más estudiado de inducción de apoptosis por CHOP es a través de la regulación de 
diversos miembros de la familia Bcl-2. En condiciones de estrés en el RE, CHOP disminuye la 
expresión de Bcl-2 induciendo apoptosis (McCullough et al. 2001). CHOP también puede inducir la 
expresión de proteínas BH3-only como Bim, Puma y Noxa (Puthalakath et al. 2007; Reimertz et al. 
2003; Gupta et al. 2012). Además, la hipersensibilidad a estrés en el RE de células deficientes en PERK 
es recatada mediante el silenciamiento de Noxa, lo que sugiere un papel fundamental de la familia 
de proteínas Bcl-2 en el proceso de muerte por estrés en el RE. 
 
Figura 30: Señalización de PERK en la inducción de apoptosis por estrés en el RE.  Adaptado de “When ER stress reaches a 
dead end” (Urra et al. 2013b) 
 
Otro posible mecanismo implicado en la apoptosis inducida por CHOP es la modulación del estado 
oxidativo del retículo endoplasmático. La sobrexpresión de CHOP, induce la disminución de glutatión 
y un incremento desmesurado de los ROS, posiblemente mediado por la oxidasa del RE: ERO1α (gen 
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diana de CHOP), responsable de la hiper-oxidación del lumen del RE en respuesta a estrés crónico. De 
hecho, el silenciamiento de ERO1α en C.elegans protege a los animales del efecto de la Tunicamicina 
(antibiótico que inhibe la N-glicosilación) (Marciniak et al. 2004). Además, estudios recientes han 
relacionado la liberación de calcio en el citoplasma con la apoptosis inducida por CHOP. De este 
modo, la activación de ERO1α activaría los receptores IP3R promoviendo así  el incremento en los 
niveles de Calcio citoplasmático que contribuirían a la apoptosis favoreciendo la permeabilización de 
la mitocondria (Li et al. 2009; Tsujimoto et al. 2006). 
CHOP también puede regular la expresión de otros genes diana directamente implicados en 
apoptosis. Este es el caso del receptor pro-apoptótico de TRAIL, TRAIL-R2/DR5 cuya inducción ha sido 
descrita en respuesta a estrés en el RE en diversas líneas celulares (Yamaguchi & Wang 2004; Martín-
Pérez et al. 2014; Lu et al. 2014). En concreto uno de estos estudios demuestra la co-existencia de 
señalización pro y antiapoptótica mediada por la UPR (Lu et al.). En este estudio, el estrés en el RE 
induce un incremento de TRAIL-R2/DR5 mediado directamente por CHOP y una inducción de un 
RNAm de TRAIL-R2/DR5 no funcional mediado por IRE-1α que favorece que las células se adapten al 
estrés. De este modo, en condiciones de estrés moderado o reversible, CHOP estaría induciendo la 
expresión de TRAIL-R2/DR5 mientras que IRE-1 estaría inhibiendo la expresión del este mismo 
receptor, pero cuando el estrés persiste, TRAIL-R2/DR5 se acumula induciendo su activación de 
manera independiente de ligando y la apoptosis a través de caspasa-8 (Lu et al. 2014). Por otro lado,  
en células de cáncer de pulmón, también se ha observado una activación del receptor de muerte 
TRAIL-R1/DR4 en respuesta a estrés en el RE. Se ha descrito que CHOP interacciona con la forma 
fosforilada del factor de transcripción JUN en un complejo que se une al sitio de unión de AP-1 en la 
región promotora del gen TRAIL-R1/DR4 lo que favorece la muerte por tapsigargina y Tunicamicina 
(Li et al. 2015). Por último, entre los genes diana de CHOP también encontramos a la proteína TRB3 
la cual se ha visto que es necesaria para la completa activación de la apoptosis en células Hela y 
HEK293 tratadas con Tunicamicina (Ohoka et al. 2005). 
Por tanto, podemos observar la existencia de una importante cantidad de datos que sugieren un 
papel crucial para PERK y CHOP en la inducción de los mecanismos de muerte celular inducidos por 
estrés en el RE. Sin embargo, células deficientes en PERK y CHOP aún son capaces de experimentar 
apoptosis lo que nos indica la existencia de otros puntos de control y vías de señalización que median 
este proceso en respuesta a estrés (Urra et al. 2013a). 
- Señalización de IRE-1 en la regulación de apoptosis inducida por estrés en el RE. 
Tal y como hemos analizado anteriormente, la ruta de IRE-1α tiene un importante papel en la 
supervivencia celular que ejecuta favoreciendo al expresión de un conjunto de genes implicados en 
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el plegamiento de las proteínas y en las maquinarias de control de calidad. Este tipo de respuesta 
adaptativa podemos observarla en células que expresan constitutivamente una forma activa de IRE-




Figura  31: Señalización de 
IRE-1α en la inducción de 
apoptosis por estrés en el RE.  
Adaptado de “Modulating 
stress responses by the 
UPRosome: A matter of life 





Sin embargo, en contraste con su papel favoreciendo la supervivencia celular, existen algunas 
referencias que muestran como el mantenimiento de la señalización de IRE-1α podría también 
presentar un papel pro-apoptótico (Han et al. 2009). En este sentido, se ha descrito que la amplitud y 
la duración de la señalización de  IRE-1α  se controla a través de una plataforma denominada 
UPRosoma en la que diferentes proteínas moduladoras y adaptadoras interaccionan de manera 
dinámica, regulando la relación entre la maquinaria apoptótica y de supervivencia (Woehlbier & Hetz 
2011). 
De este modo, IRE-1α forma complejo con TRAF2 induciendo la activación de la ruta ASK1/JNK que 
regula y activa la apoptosis aunque también podría participar en necrosis en respuesta a inductores 
de estrés en el RE (Urano et al. 2000; Saveljeva et al. 2015). Además, IRE-1α, en complejo con 
TRAF2/IKK, activa NFκB induciendo también la muerte celular (Figura 31) (Hu et al. 2006). 
Por último, junto con el splicing de XBP-1, la actividad endoribonucleasa de IRE-1α también puede 
degradar un conjunto de RNA mensajeros en un proceso conocido como RIDD (del inglés, Regulated 
IRE-1α-Dependent Decay) (Hollien et al. 2009) y promover la muerte celular mediante la degradación 
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de RNAm de proteínas anti-apoptóticas y chaperonas fundamentales del RE como GRP78/BiP 
(Hollien & Weissman 2006), aunque también se ha relacionado con la degradación de proteínas pro-
apoptóticas como TRAIL-R2/DR5 (Lu et al. 2014) lo que estaría en consonancia con su papel en la 
supervivencia celular. 
- Señalización de ATF6 en la regulación de apoptosis inducida por estrés en el RE 
Por lo general, la respuesta a ATF6 ha sido relacionada con mecanismos de supervivencia y de 
adaptación al estrés y su único posible papel en la inducción de apoptosis solo se debería a una 
regulación de la expresión de CHOP (Yoshida et al. 2000). Sin embargo se ha demostrado en una 
línea de myoblasto, que ATF6 podría estar indirectamente reduciendo la expresión de la proteína 
anti-apoptótica de familia Bcl-2: Mcl-1, favoreciendo así la apoptosis inducida por estrés en el RE 
(Morishima et al. 2011). 
6.3. UPR y cáncer 
El estrés en el RE es una de las características implicadas en diversas enfermedades debido 
fundamentalmente a las consecuencias del proceso de UPR. Tal y como hemos mencionado 
anteriormente, si el estrés es muy intenso o prolongado, la célula es incapaz de recuperar su 
homeostasis y se inicia un programa que promueve la muerte celular. Este es el caso de la retinitis 
pigmentosa, un tipo de ceguera hereditaria provocada por la expresión de una proteína mal plegada 
mutante que se produce durante el desarrollo de la retina, provocando de este modo, la 
degeneración de la retina por apoptosis. Por otro lado, el papel citoprotector de la UPR facilita el 
rápido crecimiento celular, favoreciendo la progresión tumoral (Walter et al. 2011).  
Así, debido a que tanto el estrés en el retículo endoplasmático como la activación de la UPR han sido 
implicadas en las patologías de prácticamente todas las enfermedades neurodegenerativas y en el 
desarrollo de diferentes tipos de cáncer (Wang & Kaufman 2014), se ha establecido el estrés en el RE 
como una nueva diana terapéutica para el tratamiento de diversas enfermedades.  
El microambiente tumoral se caracteriza por una pobre vascularización, bajos niveles de oxígeno, 
privación de nutrientes y pH ácido, condiciones todas inductoras de estrés en el RE. Este 
microambiente estresante, induce la activación de la UPR, que en primera instancia actuará como 
mecanismo de adaptación al estrés promoviendo la supervivencia de las células tumorales, 
incrementando su agresividad y la resistencia a agentes quimioterapéuticos. En este sentido, la 
participación de la UPR en el crecimiento tumoral ya ha sido bien definida y comprobada en diversos 
modelos preclínicos de cáncer.  Sin embargo, nuevos conceptos comienzan a emerger relacionando 
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la señalización mediada por estrés en el retículo con otros aspectos de la biología del cáncer, entre 
los que se incluyen la transformación oncogénica, la inestabilidad genómica, la inmunomodulación y 
la metástasis (Wang & Kaufman 2014; Clarke et al. 2014). 
6.3.1. UPR en la progresión tumoral. 
El desarrollo del cáncer implica un crecimiento acelerado de los tumores, lo que requiere un mayor 
aporte de nutrientes y un consumo de oxígeno que normalmente supera a la capacidad de las 
estructuras vasculares lo que genera condiciones de estrés en el microambiente. 
Diversos estudios, muestran el incremento en la expresión de chaperonas del RE como factores 
importantes implicados en la progresión tumoral. Es el caso de GRP78 (diana transcripcional de 
ATF6), que se encuentra sobrexpresada en diversos tumores y cuya expresión es necesaria para la 
supervivencia de la célula tumoral. Esta sobrexpresión correlaciona con el grado de agresividad del 
cáncer y  aunque  en condiciones normales, GRP78 se encuentra localizada en el lumen de RE, debido 
a la sobrexpresión en muchos tipos tumorales podemos detectar su expresión en la superficie celular 
(Arap et al. 2004). Lo que hace de GRP78 un posible biomarcador de la agresividad de cáncer que 
también correlaciona con  su pronóstico y la respuesta a terapias (Lee 2007). 
La contribución al desarrollo tumoral de la ruta de PERK es más complejo ya que puede promover la 
supervivencia o la apoptosis en función del contexto. La señalización de PERK podría estar implicada 
en la resistencia a agentes quimioterapéuticos debido probablemente a la inducción de genes 
implicados en la resistencia al estrés oxidativo y la inhibición de apoptosis. De hecho, la deficiencia 
de PERK, retrasa el crecimiento tumoral y reduce la incidencia de metástasis pulmonares y en 
modelos de ratón de cáncer de mama mientras que la inactivación prolongada de PERK incrementa 
la susceptibilidad a tumores de mama espontáneos debido a un incremento de la inestabilidad 
genómica (Bobrovnikova-Marjon et al. 2010).La activación de PERK también promueve la 
transformación celular inducida por Myc a través de la autofagia, lo que se encuentra relacionado 
con la fosforilación mediada por PERK de eIF2α y la consiguiente inducción de los factores de 
transcripción CHOP y ATF4 que activan la transcripción de muchos genes de autofagia (Hart et al. 
2012; B’chir et al. 2013). En contraposición, se ha descrito que la inducción de CHOP en respuesta a 
un estrés en el RE prolongado provoca la muerte de células pre-maligna previniendo la progresión 
tumoral. Así, la eliminación de CHOP incrementa la incidencia tumoral de ratones KrasG12V (modelo 
de inducción de tumores de pulmón) (Huber et al. 2013) y la eliminación específica de CHOP en 
hepatocitos también incrementa la tumorogénesis en un modelo de ratón de hepatocarcinoma 
(Nakagawa et al. 2014). 
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En cuanto a la ruta de IRE-1α-XBP1, existen numerosas evidencias en diferentes modelos 
experimentales que indican que la expresión de estos factores es necesaria para el mantenimiento 
del crecimiento tumoral (Clarke et al. 2014). La expresión de XBP1 es un factor de supervivencia 
esencial y recientemente  se ha  establecido una relación entre éste y el factor inducible por hipoxia, 
HIF, en el que ambos factores establecen una sinergia, para mantener la supervivencia y la 
tumorogénesis de tumores de mama triple negativos (Chen et al. 2014; Pereira et al. 2014).  
6.3.2. UPR en la metástasis y la invasión celular. 
Las rutas celulares y moleculares implicadas en la metástasis han sido estudiadas en diversos 
modelos (Talmadge & Fidler 2010), sin embargo, aunque la relación entre el estrés en el RE y la 
metástasis es aún un campo por descubrir, diversas evidencias apoyan el papel de la UPR en la 
regulación de la dinámica del citoesqueleto, la migración celular y la metástasis. 
Se ha descrito que la inducción de ATF4 por estrés modula en diversas líneas celulares la expresión 
del gen asociado a la metástasis LAMP3 y en concreto en células de cáncer de mama, la ruta de 
señalización PERK/ATF4/LAMP-3 incrementa la migración celular y la invasión en condiciones de 
hipoxia (Mujcic et al. 2013; Nagelkerke et al. 2013). De la misma manera, en muestras humanas de 
carcinoma  escamoso de cuello, se ha asociado la expresión de LAMP3 con el desarrollo de 
metástasis y la disminución de la supervivencia, aunque en este caso LAMP3 se encontraba 
localizado fundamentalmente en zonas de normoxia (Nagelkerke et al. 2015). 
Además, también se ha observado un incremento en los niveles de ATF4 en células de carcinoma 
escamosos de esófago, asociado con invasión celular, metástasis y mal pronóstico. Experimentos in 
vitro con modelos celulares de cáncer demostraron que la sobrexpresión de ATF4 no afectaba a la 
supervivencia o proliferación celular, sino que incrementaba la capacidad de migración celular, 
posiblemente a través de la regulación de alguna metaloproteinasas (Zhu et al. 2014). Además, PERK 
se encuentra selectiva y constitutivamente activado en células durante la EMT, favoreciendo la 
supervivencia y la migración asociadas a un incremento en el número de metástasis en modelos de 
cáncer de mama en ratón (Feng et al. 2014). 
En cuanto a IRE-1α, parece que su expresión en células normales epiteliales potencia la migración 
celular in vitro (Simpson et al. 2008), mientras que en células de glioma la señalización de IRE-1α 
estaría regulando negativamente la migración y la invasión (Auf et al. 2010). Sin embargo, en 
tumores de cáncer de mama triple negativos, la inhibición de XBP1 impide la metástasis en pulmón 
(Chen et al. 2014). Por lo que el papel de IRE-1α-XBP1 en la migración y en la metástasis despierta 
todavía ciertas controversias que requieren de un estudio en mayor profundidad. 
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6.3.3 UPR en la terapia frente al Cáncer. 
Una de las principales áreas de desarrollo terapéutico en el campo de la UPR es el cáncer. Estudios 
iniciales demuestran que la UPR es esencial para la supervivencia y el crecimiento celular en tumores 
sólidos, actuando como mecanismo de adaptación a las condiciones adversas del microambiente 
tumoral (Dufey et al. 2014). Sin embargo, si el estrés en el RE perdura o es lo suficientemente 
pernicioso, la imposibilidad de recuperar la homeostasis promueve la activación de los mecanismos 
responsables de la inducción de muerte celular  
En este sentido, es importante tener en cuenta que las células normales no están a priori sometidas a 
estrés en el RE por lo que la UPR se encontraría en un estado basal “inactivo”, mientras que las 
células tumorales, debido tanto a las condiciones del microambiente tumoral como a la alta tasa de 
proliferación, normalmente presentan una UPR activa, necesaria para la supervivencia celular y que 
del mismo modo, sugiere la posibilidad de una mayor susceptibilidad a tratamientos exógenos que 
incrementarían los niveles de estrés y con ello la respuesta apoptótica de la célula. 
De este modo, debido a que la activación de la UPR presenta efectos tanto de supervivencia como de 
muerte celular, el diseño de las estrategias terapéuticas así como la interpretación de los resultados 
debe hacerse con cautela. Se plantean entonces dos estrategias de tratamiento (Figura 32): 
 
- Inhibición de la UPR: El tumor requiere una 
señalización óptima de la UPR, por lo que la 
reducción en esta señalización compromete la 
supervivencia de la célula tumoral.  
- Activación de la UPR: La inducción de estrés 
en el RE y la sobre-activación de la UPR, provocaría 
una sobrecarga del mismo y un balance de la 
señalización hacia la muerte celular.  
 
 
Figura  32: Estrés en el RE como diana antitumoral.  Adaptado 
de “Targeting the endoplasmic reticulum stress response as an 
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OBJETIVOS 
En organismos pluricelulares la señalización de apoptosis ha evolucionado para responder a 
diferentes situaciones de estrés y, en la mayoría de estos casos, la mitocondria desempeña un papel 
crucial como generador de mensajeros proapoptóticos. Los metazoos superiores han adquirido un 
mecanismo adicional de señalización de apoptosis mediante la activación de los denominados 
receptores de muerte celular, con homología estructural al receptor tipo I de TNF-alfa, que se 
caracterizan por tener un dominio citoplásmico llamado dominio de muerte (DD) que controla la 
activación de la maquinaria de apoptosis mediante interacciones proteína-proteína. La identificación 
de nuevos miembros de esta familia, entre los que se encuentra TRAIL/APO-2L, con demostrada 
especificidad de acción apoptótica sobre células tumorales, generó importantes expectativas como 
terapia antitumoral.  
TRAIL es una proteína transmembrana que activa señales de apoptosis a través de receptores 
específicos TRAIL-R1 y TRAIL-R2 en la membrana celular en un complejo inductor de muerte (DISC), 
que contiene la proteína adaptadora FADD y la procaspasa-8. Esta se activa en el DISC y puede 
activar caspasas efectoras. El grado de activación de caspasa-8 en el DISC de TRAIL depende, entre 
otros factores, de los niveles celulares de las proteínas inhibidoras FLIP (FLICE_like inhibitory 
protein), con homología estructural a la caspasa-8 pero carentes de actividad proteasa.  La activación 
de los receptores proapoptóticos de TRAIL mediante TRAIL recombinante o con anticuerpos 
agonistas de estos receptores está actualmente siendo evaluada en diversos ensayos clínicos como 
una herramienta antitumoral. Sin embargo, son muchas las incógnitas por resolver relativas a la 
resistencia de células no tumorales y a la posible resistencia de tumores primarios a estos 
tratamientos.  Por esta razón, el objetivo global del proyecto es entender los mecanismos que 
controlan la diferente sensibilidad de células normales y tumorales de mama al ligando de muerte 
celular TRAIL.  
Así, los objetivos concretos planteados en esta Tesis Doctoral han sido los siguientes: 
1. Determinar el papel de las rutas de señalización MAPK/Erk y PI3K/Akt en la señalización de 
apoptosis por el ligando TRAIL. 
2. Investigar la regulación por el oncogén ErbB2/Her2 de la activación de apoptosis por TRAIL. 
3. Estudiar  la función reguladora del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de 
crecimiento transformante (TGF-β) en la señalización de apoptosis por TRAIL. 
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1. MATERIALES 
1.1. Cultivos celulares 
 
Línea celular Tipo celular Medio de cultivo Procedencia  
    
BT20 Epitelial/ Cáncer de mama DMEM-F12 completo ATCC 
BT549 Mesenquimal/ Cáncer de 
mama 
DMEM completo + 




McCoys 5A completo Dr. José Antonio 
Pintor (CSIC-
CABIMER, Sevilla) 
HEK-293T Embrionarias/ Riñón DMEM completo Dr. Antonio 
Rodríguez (CNIC, 
Madrid) 
HeLa Epitelial/ Cáncer de cérvix RPMI 1640 completo ATCC 
HMEC-hTERT Epitelial/ Mama DMEM-F12 completo + 10µg/ml 
de insulina, 10ng/ml EGF y 
500ng/ml de hidrocortisona 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
HMEC-hTERT-RAS Epitelial/ Mama  Mismo medio que  
HMEC-hTERT 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
HMEC-hTERT-RAS-
ZEB1 
Mesenquimal/ Mama Mismo medio que 
HMEC-hTERT 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
HMEC-hTERT-RAS-
ZEB2 
Mesenquimal/ Mama Mismo medio que  
HMEC-hTERT 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
HMEC-hTERT-RAS-
TWIST1e12 
Mesenquimal/ Mama Mismo medio que  
HMEC-hTERT 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
HMEC-hTERT-RAS-
shp53 EPI 
Epitelial/ Mama Mismo medio que  
HMEC-hTERT 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
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Mismo medio que  
HMEC-hTERT 
 
Dr. Alain Puisieux 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
(Morel et al. 2012) 
(CRCL-Inserm, Lyon) 
MCF10A Epitelial/ Mama DMEM-F12 + 5% de HS, 10µg/ml 
de insulina, 20ng/ml EGF, 
10ng/ml de toxina colérica, 
500ng/ml de hidrocortisona, 
2mM de L-glutamina, 100µg/ml 
de estreptomicina y 500 U de 
penicilina. 
Dr. Mauricio Reginato 
(Drexel University, 
Filadelfia) 
MCF10A-pBabe Epitelial/ Mama * Mismo medio que MCF10A Producidas en el 
laboratorio (Martín-
Pérez et al. 2014) 
MCF10A-pNeuN Epitelial/ Mama * Mismo medio que MCF10A Producidas en el 
laboratorio (Martín-
Pérez et al. 2014) 
MCF10A-pNeuT Mesenquimal/ Mama * Mismo medio que MCF10A Producidas en el 
laboratorio (Martín-
Pérez et al. 2014) 
MCF10A-mock Epitelial/ Mama * Mismo medio que MCF10A Producidas en el 
laboratorio 
MCF10A-ERBB2 wt Epitelial/ Mama * Mismo medio que MCF10A Producidas en el 
laboratorio 
MCF10A-ERBB2 p95 Epitelial/ Mama * Mismo medio que MCF10A Producidas en el 
laboratorio 
MCF12A Epitelial/ Mama DMEM-F12 + 5% de HS, 10µg/ml 
de insulina, 20ng/ml EGF, 
10ng/ml de toxina colérica, 
500ng/ml de hidrocortisona, 
2mM de L-glutamina, 100µg/ml 
de estreptomicina y 500 U de 
penicilina. 
Dr. Gemma Fuster 
(Idibaps, Barcelona) 
(Yerbes et al. 
2012)(Yerbes et al. 
2012)  
MDA-MB231 Mesenquimal/ Cáncer de 
mama 
RPMI 1640 completo Dr. Joaquín Arribas 
(Vall d’Hebron, Bcn) 
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Línea celular Tipo celular Medio de cultivo Procedencia 
    
MDA-MB231-shSCR Mesenquimal/ Cáncer de 
mama* 




Mesenquimal/ Cáncer de 
mama* 




Mesenquimal/ Cáncer de 
mama* 
RPMI 1640 completo Producidas en el 
laboratorio 
MDA-MB231-pBabe Mesenquimal/ Cáncer de 
mama* 
RPMI 1640 completo Producidas en el 
laboratorio 
MDA-MB231-Bcl-XL Mesenquimal/ Cáncer de 
mama* 
RPMI 1640 completo Producidas en el 
laboratorio 
MDA-MB436 Mesenquimal/ Cáncer de 
mama 
DMEM-F12 completo ATCC 
MDA-MB468 Epitelial/ Cáncer de mama DMEM completo ATCC 
NMuMG (ratón) Epitelial/ Mama DMEM completo +  
10µg/ml de insulina 
Dr. José Antonio 
Pintor (CSIC-
CABIMER, Sevilla) 
T47D Epitelial/ Cáncer de mama RPMI 1640 completo + 
20mM glucosa 
ATCC 
    
 
Abreviaturas:  
ATCC: American Type Culture Collection;  completo: 10% de suero fetal bovino (FBS), 2mM de L-glutamina, 
100µg/ml de estreptomicina y 500 U de penicilina; EGF: Factor de crecimiento epidermal; HS: Suero de caballo 
inactivado; *: Generadas mediante infecciones lentivirales o retrovirales como se especifica en el apartado 




Todas las células se mantuvieron en un incubador humidificado a 37ºC, con una atmósfera de 5% de 
CO2 y 95% de aire. 
1.2. Reactivos. 
- Medios de cultivo y suplementos. 
PRODUCTO CASA COMERCIAL 
DMEM  Sigma-Aldrich  
DMEM-F12  Sigma-Aldrich  
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PRODUCTO CASA COMERCIAL 
  
McCoys 5A Sigma-Aldrich 
RPMI 1640 Sigma-Aldrich 
FBS (Suero fetal bovino) Sigma-Aldrich 
HS (Suero de caballo) Gibco  
Insulina humana Sigma-Aldrich 
Hidrocortisona Sigma-Aldrich 
L-glutamina Sigma-Aldrich 
Antibióticos (Penicilina-Estreptomicina) Sigma-Aldrich 
EGF (Factor de crecimiento epidermal) Peprotech  
Toxina colérica Sigma-Aldrich 
Puromicina Sigma-Aldrich 
Glucosa Merck-Millipore  
  
 
- Proteínas recombinantes. 
 
Tanto el TRAIL recombinante con cola de histidinas, así como el TRAIL recombinante biotinilado 
(TRAIL-b), fueron producidos en nuestro laboratorio, como se describe más adelante. El TRAIL-
R2/Fc recombinante humano se obtuvo de R&D Systems (Minneapolis, USA). 
 
- Drogas e Inhibidores. 
PRODUCTO CASA COMERCIAL 
  
Acrilamida Biorad 
Agarosa Sigma-Aldrich  
APS Biorad 
Bafilomicina-A LC-laboratories 
Brefeldina Selleckchem  
Bromuro de etidio Sigma-Aldrich  
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PRODUCTO CASA COMERCIAL 
  
BSA (seroalbúmina bovina fracción V) Applichem Panreac 
Cicloheximida Sigma-Aldrich  
Complete protease inhibitor cocktail Roche  
DTT (Ditiotreitol) Roche  
ECL (Chemoluminiscent HRP substrate) Millipore 
Formalina  Sigma-Aldrich  
GSK690693 Selleckchem  
Ioduro de propidio  Sigma-Aldrich  
Lapatinib Selleckchem 
Matrigel BD transduction 
Membranas de transferencia de PVDF Millipore 
Metanol HIPERPUR Panreac 




Ribonucleasa Sigma-Aldrich  
Salubrinal Selleckchem  
Saponina Sigma-Aldrich  
SB431542 Selleckchem  
SP600125  Sigma-Aldrich  
Streptavidina-Agarosa Sigma-Aldrich  
Tapsigargina Sigma-Aldrich  
TEMED Sigma-Aldrich  
TGFβ1 Peprotech  
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Transcriptasa reversa - MLV RT  Gibco 
Tunicamicina Sigma-Aldrich  
U0126 Selleckchem  




El kit para realizar el fraccionamiento “subcellular proteome extraction kit” se obtuvo de 
Calbiochem (Merck Chemicals, Darmstadt-Germany) 
1.3. Anticuerpos. 






Origen/Tipo Dilución Casa comercial Referencia 
AKT 60 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 9272 
AKT-P ( Ser345) 60 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 9271S 
AKT P-sustratos - Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 9611S 
ATF4 38/55 Conejo/PC 1:1000 Santa Cruz SC-200 
ATG7 78 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 2631 
BCL-XL 17 Conejo/PC 1:1000 BD-Pharmigen 556361 
BIM 23 Conejo/PC 1:1000 Calbiochem 202000 
caspasa 3  
Cpp 32 




Conejo/PC 1:1000 Donado por Dr. Gerald Cohen 
β-catenina 92 Ratón/MC 1:500 BD-Pharmigen 610154 
CHOP 27 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 5554S 





Origen/Tipo Dilución Casa comercial Referencia 
E-Caderina 
(6714) 






135 Rata/MC 1.500 Santa Cruz SC-59778 
ErbB2 185 Ratón/MC 1:1000 BD-Pharmigen 610161 
ERBb2/Her2 
clone EP1045Y1 
185 Conejo/PC 1:20000 Millipore 04-1127 
ERBb2/Her2-P 
(Tyr1248) 
185 Conejo/PC 1:10000 Millipore 06-229 
ERK 1/2 42/44 Conejo/PC 1:1000 Upstate P28482 
ERK 1/2-P 42/44 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 9101S 
FADD 24 Ratón/MC 1:1000 BD-Pharmigen 610399 
Fibronectina 240 Ratón/MC 1:5000 BD-Pharmigen 610178 
FLIP(NF6) 55 Ratón/MC 1:1000 Enzo-Alexis ALX-804-428 
GAPDH 37 Ratón/MC 1:40000 Santa Cruz SC-47724 
Ire1α 130 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 3294 
LC3 I/II 18-16 Ratón/MC 1:500 Nanotools 0231-100 
c-Myc (9E10) 62 Ratón/MC 1:5000 Santa Cruz SC-40 
Noxa 11 Ratón/MC 1:1000 Calbiochem OP180 
Ocludina 60 Conejo/PC 1:250 Invitrogen 71-1500 
P-ACC (Ser 79) 280 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 3661 
P70S6K 70 Conejo/PC 1:1000 Cell signaling 9202S 
P-P70S6K 
(Thr389) 
70 Ratón/MC 1:1000 Cell signaling 9206S 
Rab7 (D95F2) 23 Conejo/MC 1:1000 Cell signaling 9367 
Snail (C15D3) 30 Conejo/MC 1:1000 Cell signaling 3879S 
TRAIL-L (C92B9) 28 Conejo/MC 1:1000 Cell signaling 3219 
TRAIL-R2/DR5 48 Cabra/PC 1:1000 R&D systems AF631 
Tubulina 50 Ratón/MC 1:10000 Sigma T5168 
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Twist 2 20 Conejo/PC 1:500 Abnova 
H00117581-
D0P1 
Zeb-1(H-102) 124 Conejo/PC 1:200 Santa Cruz SC-25388 
 
Abreviaturas: MC: Monoclonal; PC: Policlonal. 
 
- Inmunofluorescencia/ Citometría de flujo. 
-  
 
Antígeno Aplicación Origen/Tipo Dilución Casa comercial Referencia 
E-CADERINA IF/CF Ratón/MC IF: 1:50 Santa Cruz SC-21791 
E-CADERINA 
(DECMA-1) 






IF Conejo/MC 1:100 Cell signaling 12666 
GM130 IF Rata/MC 1:2000 BD-Pharmigen 610822 
IgG-PE CF Ratón IgG 2,5µl/muestra BD-Pharmigen 554680 
INTEGRINAα6 IF Rata/MC 0,180555556 Millipore MAB1378 
LAMP1 (H4A3) IF Ratón/MC 1:100 ABCAM ab25630 
LC3 IF Ratón/MC 1:100 Nanotools 0231-100 
PDI IF Conejo/ PC 1:100 Enzo ADI-SPA-890-D 
RAB11 (D4F5) IF Conejo/ MC 1:100 Cell signaling 5589P 
RAB7 (D95F2) IF Conejo/MC 1:100 Cell signaling 9367 
TRAIL-R1/DR4- PE 
(CD261) 
CF Ratón IgG 2,5ul/muestra Biolegend 307206 
TRAIL-R2/DR5 IF Cabra/PC 1:100 R&D systems AF631 
TRAIL-R2/DR5- PE 
(CD262) 
CF Ratón IgG 2,5ul/muestra Biolegend 307406 
      
Abreviaturas: BLOQ: Bloqueante; CF: Citometría de flujo; IF: Inmunofluorescencia; MC: Monoclonal; PC: 
Policlonal;  
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1.3.2. Anticuerpos secundarios. 
- Western-blot. 
Los anticuerpos secundarios policlonales conjugados con peroxidasa de rábano (HRP) fueron 
adquiridos de DAKO.  
- Inmunofluorescencia 












1:1000 1:10 burro 
705-545-147 





1:1000 1:10 burro 
Cy3 705-165-147 
α-conejo Jackson 
1:1000 1:10 burro 
Cy3 711-165-152 
 
1.4. ARN de interferencia (siRNA) 





Caspasa 8 GGAGCUGCUCUUCCGAAUU[dt][dt] 
CHOP pool (1-2-3-4) 
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RNA de interferencia (siRNA) Secuencia 5'-3' 
Noxa GGUGCACGUUUCAUCAAUU[dt][dt] 
Puma GGAGGGUCCUGUACAAUCU[dt][dt] 
siRNA Control (scrambled) CUUUGGGUGAUCUACGUUA[dt][dt] 
 
SNAIL pool (1-2-3-4) 








2.1. Cuantificación de apoptosis. 
La apoptosis se cuantificó por citometría de flujo mediante la detección de células hipodiploides. 
Para ello, se sembraron 3 x 105 células por pocillo en placas de 6 pocillos y tras el tratamiento 
correspondiente, se recogieron con mediante tripsinización. Se fijaron y permeabilizaron con 900 µl 
de una solución de etanol frío al 70%, agitando suavemente en el vórtex e incubando 5 minutos en 
hielo. Después de lavar, se añadieron 250 µl  de PBS1X y 250 µl de Solución de Extracción de ADN 
(0,2M Na2HPO4, 0,1M ácido cítrico en PBS; pH 7,8) y se incubaron durante 10 minutos a 37ºC. A 
continuación y, tras lavarlas con PBS1X, las células fijadas se resuspendieron en 250 µl de Solución 
PI/RNasa (100 µg/ml RNasa, 40 µg/ml de Ioduro de Propidio en PBS) y se incubaron durante 30 
minutos a 37ºC en oscuridad. Las células apoptóticas hipodiploides se detectaron y cuantificaron en 
la población del ciclo celular con menor contenido en ADN que las células el pico G1 (SubG1). La 
citometría de flujo fue realizada en un citómetro FACScalibur, utilizando el programa Cell Quest Pro 
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) para el análisis de los datos. 
2.2. Cuantificación de células viables: Tinción con Cristal Violeta. 
La cuantificación de las células viables se realizó por tinción con cristal violeta (Sigma-Aldrich). Para 
ello, se sembraron 35.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos y tras el tratamiento 
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correspondiente, se retiró por aspiración el medio de cultivo y se lavaron 2 veces con PBS1X. A 
continuación, las células que permanecieron adheridas a la placa se tiñeron 250µl de una solución de 
0,2% de Cristal Violeta en etanol al 2% durante 20 minutos a temperatura ambiente (es importante 
añadirlo sobre la pared del pocillo para no despegar las células adheridas). Transcurrido este tiempo 
se lavaron los pocillos por inmersión con agua hasta que se eliminó todo el excedente de cristal 
violeta. Se dejó secar completamente la placa boca abajo sobre un papel de filtro. Una vez secos, se 
solubilizaron las células con una solución de SDS al 1%. La densidad óptica de cada pocillo se midió en 
el lector de placas Varioskan Flash (Termo Electron corporation) a una longitud de onda de 590nm. 
2.3. Medida de la concentración de proteínas. 
Con el fin de cuantificar la cantidad de proteínas que se ha obtenido tras recoger las células, se 
utilizaron los reactivos de BioRad (Hercules, CA, USA): Bio-Rad Dc Protein Assay Reagent A, B y S. 
Para ello se hizo una curva patrón con BSA desde 1µg/µl hasta 8µg/µl, sobre la cual se extrapolaron 
los valores obtenidos de las muestras y se obtuvo la concentración de proteína. En primer lugar se 
añadieron 5µl de muestra (o una cantidad menor, pero siempre completando hasta 5µl con el buffer 
en que estuviera diluida la muestra), a cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo plano. En el 
caso del blanco, se añadieron 5µl del tampón. A continuación se añadieron 25µl de la Solución A´ 
(1ml de Solución A + 20µl de solución S). Posteriormente se añadieron 200µl del reactivo B. Se dejó 
incubando 15 minutos a temperatura ambiente y se midió la densidad óptica a una longitud de onda 
de 750 nm en el lector de placas Varioskan Flash (Termo Electron Corporation). 
2.4. Inmunodetección de proteínas por western-blot. 
Para el análisis de la expresión de proteínas por western-blot, las células fueron sembradas en placas 
de 6 pocillos a una densidad de 3 x 105 células por pocillo en medio completo y mantenidas una 
noche a 37ºC en incubador con una atmósfera humidificadas con un 5% de CO2. Trás el tratamiento, 
se aspiró el medio de cultivo y la monocapa celular selavó una vez con PBS 1X frío. Para la obtención 
de extractos proteicos y según la opción deseada se emplearon dos métodos distintos. 
- Obtención de extractos totales: Buffer de lisis TR3 (10mM Na2HPO4, 10% 
Glicerol, 3% SDS). 
Una vez lavadas y en frío, se añaden entre 30-60 µl de buffer TR3 por cada pocillo de la placa, se lisan 
las células utilizando un scrapper que raspará la monocapa y el volumen de lisis de cada pocillo es 
recogido en eppendorf para cada condición. Cada muestra es sonicada durante 10 segundos en modo 
constante y al 10% de amplitud. A continuación, se separan 5 µl de muestra para realizar la 
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cuantificación proteica y al resto se le añade un 10% de su volumen de una solución de Azul de 
Bromofenol: β-mercaptoetanol en proporción 1:1 o Azul de Bromofenol: Agua en proporción 1:1 en 
caso de muestras que no requieran agente reductor. En este momento, la muestra puede ser 
congelada y mantenida a -20ºC. 
- Obtención de extractos solubles: Buffer de lisis RIPA (20mM HEPES, 150mM 
NaCl, 1mM EDTA, 1% NP-40, 0,25% NaDeoxicolato, 0,1% SDS, 10 mM NaF) 
Una vez lavadas y en frío, se añaden entre 30-60 µl de buffer de lisis RIPA (al que previamente hemos 
añadido inhibidores de proteasas y NaOv4) por cada pocillo de la placa, utilizando un scrapper que 
raspará la monocapa y el volumen de lisis de cada pocillo es recogido en tubo eppendorf para cada 
condición. Se dejan lisando 30 minutos en hielo y posteriormente se centrifugan a 4ºC durante 10 
minutos a 13.000 rpm. Transcurrido este tiempo, se recoge el sobrenadante y se deposita en un 
nuevo eppendorf. Se separan 5 µl de muestra para realizar la cuantificación proteica y al resto se le 
añade el volumen correspondiente de tampón de carga Laemli 5X (250mM TrisHCl, 500mMDTT, 10% 
SDS, 20% Glicerol, 0,2% azul de bromofenol, hasta 10ml de H2O). 
Una vez cuantificada la cantidad de proteína por muestra, las muestras se hirvieron a 95ºC durante 5 
minutos y las proteínas se separaron mediante electroforesis en un gel de SDS-poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes, a un porcentaje del 7,5%, 10% o 12% dependiendo del peso 
molecular de la proteína a detectar. Para la preparación del gel se utilizó Lower Buffer (1), Upper 
Buffer (2), Acrilamida, Agua, APS (ammonium persulfate, Sigma-Aldrich), TEMED (Sigma-Aldrich). La 
electroforesis se realizó en Running Buffer (3), a un voltaje constante de 140 voltios durante 1 hora 
aproximadamente. Las proteínas de este gel se transfirieron a una membrana de PVDF (Immobilon, 
Millipore), previamente tratadas con metanol y mantenidas en tampón de transferencia 1X (100ml 
de tampón de transferencia 10X (4), 200ml de metanol, hasta 1000ml de H2O) mediante la técnica de 
transferencia semiseca con el sistema Trans-Blot turbo (Bio-Rad) a 25 Voltios constantes, 1 Amperio 
durante 20 minutos. 
La membrana se bloqueó con una solución PBS 0’1% Tween 20 (PBS/Tween) con 5% de leche en 
polvo durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó la membrana con PBS-
Tween y se incubó con el anticuerpo correspondiente durante 1 hora a temperatura ambiente, o a 
4ºC durante toda la noche, en agitación.  
Tras la incubación con el anticuerpo, se lavó la membrana 3 veces con PBS-Tween durante cinco 
minutos cada lavado, y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente con una solución PBS-
Tween 5% de leche en polvo y el anticuerpo secundario correspondiente, que lleva acoplado la 
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peroxidasa del rábano picante (HRP). De nuevo se hicieron tres lavados de cinco minutos cada uno 
con PBS-Tween y se incubó la membrana con el reactivo ECL (Millipore) durante cinco minutos, tras 










2.5. Producción de TRAIL recombinante y TRAIL biotinilado (TRAIL-b) 
El TRAIL recombinante, así como el TRAIL recombinante biotinilado (TRAIL-b), fueron producidos a 
partir de una construcción amablemente cedida por la Dra. Marion MacFarlane (MCR Toxicology 
Unit. Univerisity of Leicester, UK) que codifica para TRAIL recombinante (aminoácidos 95-281) 
insertada en BamHI/XhoI del vector pET-28b (+) con resistencia a kanamicina y una cola de seis 
histidinas para facilitar la purificación de la proteína recombinante (MacFarlane et al., 1997). 
Brevemente: se transformaron bacterias BL21 con 1-2 µg de ADN por choque térmico y se crecieron 
en  medio LB (Luria-Bertani), con 20mM de glucosa y 30µg/ml de kanamicina.  Cuando el precultivo 
alcanzó la densidad óptica de 0.6-0.8 a la longitud de onda de 600nm se indujo la síntesis de la 
proteína recombinante añadiendo al cultivo 0.5µM de IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido). 
Tras tres horas de inducción a temperatura ambiente, las bacterias se recogieron por centrifugación 
y se lisaron, tras un lavado con PBS 1X, en un tampón de lisis que contiene 30mM de Tris-HCl (pH 
7,5), 150mM de NaCl, 10% de glicerol, 1% de Tritón X-100 e inhibidores de proteasas. Este lisado se 
incubó en un rotor circular durante 16 horas a 4ºC, en una columna de sefarosa quelada con Níquel 
(Quelatin Sepharose Fast Flow; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suiza), a la que el TRAIL 
quedará unido por la cola de histidinas. Transcurrido este tiempo, se lava la columna seis veces con 
PBS frío antes de eluir el TRAIL con una solución 100mM de EDTA en PBS. Las fracciones más 
(3) RUNNING BUFFER 5X (pH 8,3) 
Tris-base (Roche) 15 g 
Glicina (Sigma-Aldrich) 72g 
SDS  (Sigma-Aldrich) 5 g 
H2O Hasta 1000ml 
*No ajustar pH. Debe salir aproximadamente 8,3 
(1) LOWER BUFFER 4X (pH 8,8) 
Tris-base (Roche) 90,85 g 
SDS 10% (Sigma-Aldrich) 20 ml 
H2O Hasta 500ml 
*Ajustar pH a 8,8 con HCl 
 
(2) UPPER BUFFER 4X (pH 6,8) 
Tris-base (Roche) 6,06 g 
SDS 10% (Sigma-Aldrich) 4 ml 
H2O Hasta 100ml 
*Ajustar pH a 6,8 con HCl 
(4) Tampón de transferencia 10X (pH 9) 
Tris-base (Roche) 58 g 
Glicina (Sigma-Aldrich) 29g 
SDS  (Sigma-Aldrich) 3,7 g 
H2O Hasta 1000ml 
*No ajustar pH. Debe salir aproximadamente  9 
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purificadas se titularon en actividad realizando un ensayo de apoptosis en células HeLa, sensibles a 
TRAIL y se almacenaron a -80ºC. 
En el caso del TRAIL biotinilado, antes de eluir la proteína de la columna, se incubó con 50 µg/ml de 
reactivo de biotinilización (Ácido D-biotil-ε-aminocaproico N-Hidroxisuccinimida éster; Roche) 
durante 1 hora a 4ºC, tras lo cual, se eluyó con una solución 150 mM de EDTA en PBS. 
2.6. Análisis del DISC de TRAIL. 
El aislamiento del DISC  de TRAIL fue realizado utilizando TRAIL biotinilado recombinante (TRAIL-b), 
sintetizado en nuestro laboratorio. Las células, 20 x 106 se incubaron con el tratamiento 
correspondiente y transcurrido ese tiempo, las células se trataron con 500ng/ml o 1µg/ml de TRAIL-b 
durante 30-60 minutos. Posteriormente, se lavaron con PBS frío tres veces y se lisaron en 3ml de 
tampón de lisis (30mM Tris-HCl pH 7’5, 150mM de NaCl, 10% de glicerol, 1% de Tritón X-100, 0’1% de 
deoxicolato, inhibidores de proteasas (Complete Inhibitors de Roche) durante 30 minutos en hielo. El 
lisado se recogió en tubos eppendorf y centrifugó en una minifuga durante 30 minutos a máxima 
velocidad. Se recogieron los sobrenadantes, guardando 50µl como control interno (Input). El DISC de 
TRAIL fue aislado de la misma cantidad de proteína en cada caso utilizando 30 µl de Streptavidina-
agarosa (Sigma), tras incubación toda la noche a 4ºC con agitaciónen un rotor circular. Los complejos 
se lavaron 6 veces con 500 µl  de tampón de lisis y posteriormente se añadió 30 µl de tampón de 
carga laemli 1X y las muestras se hirvieron a 95ºC durante 5 minutos para su análisis proteico por 
western blot.  
2.7. Análisis de E-caderina y de los receptores de TRAIL en la superficie 
celular. 
Para detectar la expresión de los receptores de TRAIL en la superficie celular, las células fueron 
sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 3 x 105 células por pocillo en medio completo y 
mantenidas una noche overnight a 37ºC en una atmósfera humidificadas con un 5% de CO2. Al día 
siguiente y tras recibir el tratamiento oportuno fueron despegadas con tripsina y se recogieron en 
tubos de 5 ml de citometría de fondo redondo (Falcon) que mantendremos en hielo durante todo el 
proceso. A continuación las células se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 
minutos a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante por decantación y el pellet se resuspendió en 1 ml de 
medio de crecimiento. Para que los receptores y las proteínas de membrana se estabilicen tras la 
tripsinización, los tubos de citometría con las células se incubaron durante 15 min a 37ºC en una 
atmósfera humidificada con un 5% de CO2. Transcurrido este tiempo, las células se centrifugaron de 
nuevo a 1500 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante por decantación y el pellet se 
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resuspendió en 100 µl de PBS 1X /muestra y se incubó con el anticuerpo correspondiente unido a 
ficoeritrina (-PE) a una concentración de 5µg/ml durante 30 min a 4ºC y en oscuridad (se cubrieron 
los tubos con papel de aluminio). Transcurrido ese tiempo, se añaden 4 ml de PBS 1X por tubo y se 
lava centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos a 4ºC  para eliminar el exceso de anticuerpo 
primario. Se eliminó el sobrenadante por decantación y se resuspendió el pellet con 250µl de PBS 1X/ 
tubo. La detección de los receptores de muerte se realizó con un citómetro de flujo FACScalibur, 
utilizando el programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) para el análisis de 
los datos.  
En el caso de que el anticuerpo primario no se encontrara conjugado con -PE, después de lavar con 
PBS el anticuerpo primario, las células se incubaron con un anticuerpo secundario anti-
inmunoglobulinas de ratón conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) en una dilución 1:20 
durante 30 minutos a 4ºC en oscuridad, se volvieron a lavar con PBS 1X y se resuspendieron en 250 
µl de PBS 1X/ tubo para la detección por citometría de flujo. 
2.8. Análisis de la internalización de los receptores de TRAIL mediada por 
ligando. 
Para analizar la internalización de los receptores de TRAIL, sembramos 3 x 105 células por pocillo en 
placas de 6 pocillos. Se trataron las células con 500ng/ml de TRAIL y se incubaron durante 0, 5, 10, 
15, 30 minutos a 37ºC en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2, periodo en el cual los 
receptores de TRAIL se van a internalizar.  
El proceso de internalización se detuvo poniendo la placa de células en hielo y lavando 2 veces 
durante 5 minutos en agitación con PBS 1X a 4ºC. A continuación se procedió a eliminar el ligando de 
la superficie que no se ha internalizado con lavando a 4ºC, 3 veces durante 5 minutos en agitación 
con buffer ácido (DMEM-F12, 0.2%BSA, pH 3,5 ajustado con HCl) y tras esto lavaremos con PBS 1X 
otras 3 veces durante 5 minutos a 4ºC y en agitación.  Realizado este proceso, se detectaron los 
receptores de TRAIL en la superficie celular tal y como se especifica en el apartado 2.7. 
2.9. Fraccionamiento celular. 
Para el análisis de la localización subcelular de las proteínas del DISC, se realizó un fraccionamiento 
celular que se desarrolló utilizando el sistema de ProteoExtractTM (subcelular proteome Extraction 
KIT, Calbiochem) siguiendo las recomendaciones del fabricante, que nos permitió separar las 
fracciones de citosol, membrana y citoesqueleto. Una vez separadas las fracciones, el análisis de la 
expresión de proteínas se realizó mediante western-blot. 
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2.10. Transfección transitoria con oligos de RNA de interferencia (siRNA) 
El silenciamiento transitorio de proteínas celulares mediante siRNA se llevó a cabo con el reactivo de 
transfección Dharmafect-1 (Dharmacon). Para ello se sembraron 250.000 células por pocillo en 
placas de cultivo de 6 pocillos,  en medio completo sin antibiótico. Al día siguiente, el medio 
completo fue sustituido por 2 ml de medio de transfección durante 6 horas, tras las cuales este 
medio es aspirado y sustituido por medio de crecimiento completo que mantendremos durante 24 
horas más.  
El medio de transfección se compone de 50-100nM de oligos de siRNA, 2’5 µl de Dharmafect y 2ml 
de medio Optimen (Gibco-Invitrogen). La preparación del medio de transfección consta de dos pasos. 
En primer lugar se mezclan durante 5 minutos a temperatura ambiente el Dharmafect con el medio 
Optimen. Pasado este tiempo, se añade esta mezcla a los oligos y se incuba durante 20 minutos a 
temperatura ambiente. En ese tiempo, se lavan los pocillos con medio Optimen y se les añade 1’6 ml 
del mismo a cada pocillo. Tras los 20 minutos de incubación, se añaden 400 µl de la mezcla 
Optimen/Dharmafect/oligos, al pocillo correspondiente. 
2.11. Producción Viral. 
Para la producción de retrovirus y lentivirus, se utilizó la línea celular HEK293T (amablemente cedida 
por el Dr. Antonio Rodríguez Márquez, CNIC, Madrid) y los siguientes plásmidos: 
Plásmidos retrovirales:  
El plásmido pCI-VSV-G, que codifica para la expresión del gen de  la glicoproteína G del virus de la 
estomatitis vesicular (VSV-G), comúnmente utilizada para el pseudotipaje de lentivirus y retrovirus y 
el plásmido pVpack-GP-dl, que codifica para la expresión de los genes virales gag, pol, fueron 
amablemente cedidos por el Dr. Antonio Rodríguez. Los plásmidos pBabe-Puro y pBabe-NeuN, 
pBabe-NeuT fueron amablemente cedidos por el Dr. Mauricio Reginato (Drexel University, Filadelfia), 
el plásmido pBabe-Bcl-XL fue una donación de la Dra. Cristina Muñoz-Pinedo (IDIBELL, Barcelona) y 
los plásmidos pBabe-wtHer2 y pbabe-p95Her2 fueron igualmente una donación del Dr. Joaquín 
Arribas (Hospital Vall d’Hebron, Barcelona). 
Plásmidos lentivirales:  
El plásmido pMD2.G, que codifica para la expresión del gen de  la glicoproteína G del virus de la 
estomatitis vesicular (VSV-G) comúnmente utilizada para el pseudotipaje de lentivirus y retrovirus, el 
plásmido psPAX2, que codifica para la expresión de los genes virales gag, pol y rev  y el plásmido 
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pLVTHM que codifica para la expresión del  shRNA de interés  y que sirvió de base para la 
construcción de los plásmidos pLVTHM-sh Caspasa 8, pLVTHM-shTRAIL-R2/DR5  y pLVTHM-sh 
Scrambled, fueron amablemente cedidos por la Dra. Rosa Mª Ríos (CABIMER, Sevilla).  
Para la construcción de los plásmidos pLVTHM-sh Caspasa 8, pLVTHM-shTRAIL-R2/DR5 y pLVTHM-
sh Scrambled (Control) se siguió la siguiente estrategia. 
En primer lugar se diseñan los DNA hairpins FW/RW  de 60 NT que codifican las secuencias de siRNA 
de acuerdo con la siguiente estructura: 
5’-BglII --|----secuencia directa 5’3’----|---Hairpin---|----secuencia indirecta 5’3’----| -- HindIII-3’ 
Sh-Scrambled: 
5’ -GATCCCC- TATAGTCCGCGTTTTGTGA -TTCAAGAGA- ATATCAGGCGCAAAACACT -TTTTTA-3’ 
5’ -AGCTTAAAAA- TATAGTCCGCGTTTTGTGA -TCTCTTGAA- ATATCAGGCGCAAAACACT -GGG-3’ 
sh-Caspasa8 
5’ -GATCCCC- GGAGCTGCTCTTCCGAATT -TTCAAGAGA- AATTCGGAAGAGCAGCTCC -TTTTTA-3’ 
5’ -AGCTTAAAAA- GGAGCTGCTCTTCCGAATT-TCTCTTGAA- AATTCGGAAGAGCAGCTCC -GGG-3’ 
shTRAIL-R2/DR5 
5’ -GATCCCC- GACCCTTGTGCTCGTTGTC -TTCAAGAGA- GACAACGAGCACAAGGGTC -TTTTTA-3’ 
5’ -AGCTTAAAAA- GACCCTTGTGCTCGTTGTC -TCTCTTGAA- GACAACGAGCACAAGGGTC -GGG-3’ 
 
Las secuencias de ADN correspondiente al shRNA de Caspasa 8 y de TRAIL-R2/DR5  y del shRNA-
Scrambled se clonaron en las dianas de restricción para BglII y HindIII del vector pSUPER.RETRO. 
Posteriormente la secuencia de ADN codificante para el promotor HI (incluida en el vector pSUPER-
RETRO) unida a la secuencia de los shRNA fue subclonada en el plásmido pLVTHM utilizando las 
dianas de restricción para  EcoRI/CLAI del plásmido pLVTHM.  
La producción de retrovirus y lentivirus se realizó mediante la transfección, con los plásmidos 
correspondientes, de las células HEK293T por el método del fosfato cálcico (Ausubel, F.M. et al. 
1994) basado en la obtención de un precipitado de fosfato cálcico y ADN en una solución salina de 
fosfatos. El precipitado forma agregados que pueden ser endocitados/fagocitados por las células.  
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Brevemente: se sembraron 2 x 106 células HEK293T en placas de 90 mm en 10 ml de medio 
completo, para que al día siguiente, al transfectar,  tengan una confluencia de un 80%. 3 horas antes 
de la transfección se sustituyó el medio de cultivo por 8 ml de medio fresco. Las células se 
transfectaron con 27 µg de ADN total en una proporción 1:2:3 de plásmido pMD2.G (4’5 µg), 
plásmido psPAX2 (9 µg) y plásmido de interés pLVTHM-sh correspondiente (13’5 µg),  en el caso de 
lentivirus, y  4’5 µg de plásmido pCI-VSV-G, 9 µg de plásmido pVpack-GP-dl y 13’5 µg de plásmido 
pBabe-de interés según corresponda, en el caso de retrovirus. El ADN de los tres plásmidos se mezcla 
suavemente y se añade gota a gota a un tubo con 0’5 ml de HBS 2X. Tras mezclar suavemente, se 
añaden, despacio y gota a gota, 30 µl de CaCl2  2’5M y se agita inmediatamente. Se deja incubar a 
temperatura ambiente durante 20 minutos y se añaden gota a gota 0’5 ml de la mezcla a cada placa 
de células. Las células se dejan en un incubador a 37ºC y 5% de CO2 durante toda la noche. Tras este 
tiempo se retira el medio de transfección y se añaden 8 ml de medio fresco, incubándose bajo las 
mismas condiciones durante 48 horas más, en el caso de lentivirus y 72 horas en el caso de 
retrovirus. Transcurrido este tiempo, se recoge el medio celular, se centrifuga 5 minutos a 3000 rpm 
para eliminar los restos celulares y se limpia pasándolo a través de filtros de 0’45 µm. Una vez 
filtrado, los virus presentes en el medio celular se concentran mediante centrifugación en filtros 
Vivaspin 20 Polyethersulfone 100.000 MWCO (Sartorius Gropu-DICSA), a una velocidad de 1.800 x g y 
a una temperatura de 4ºC. Tras la concentración, los virus concentrados pueden  almacenarse a -
80ºC.  
Para conocer el título viral, se sembraron 80.000 células en pocillos de placas de 6 pocillos. A la 
mañana siguiente, se añadieron a cada pocillo cantidades crecientes de virus. Se completó hasta 1ml 
con medio fresco y se añadió Polybrene a la concentración de 8 µg/ml. Tras 48 horas, se midió el 
porcentaje de células positivas para GFP mediante citometría de flujo y se obtuvo una curva de 
infección, mediante la cual podemos conocer la cantidad de virus obtenida y el volumen de virus 
necesarios para infectar a un determinado número de células. 
En el caso de la producción de retrovirus, tras eliminar los restos celulares  y purificar el medio 





HBS2X (pH 7,5) 
NaCl (Sigma-Aldrich #S9625) 280 mM 
Hepes 100 mM 
Na2HPO4 (Sigma-Aldrich #S9638) 1,5 mM 
*Ajustar pH a 7,5 con HCl 
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2.12. Infección viral. 
- Infección retroviral: 
Para la obtención de células MDA-MB231 que sobreexpresan Bcl-XL y células MCF10A que 
sobreexpresan el gen ErBB2-Neu, ErBB2-NeuT, el gen wtHER2 o el gen p95HER2/611CTF se 
cultivaron 5 x 105 células en una placa de 90 mm. Al día siguiente se infectaron con una mezcla de 2 
ml de sobrenadante viral (obtenido como se comenta anteriormente en el apartado producción 
viral), 2 ml de medio fresco y Polybrene (Sigma-Aldrich) a una concentración de 8 µg/ml. A las 6 
horas de la infección se le añadieron 6ml de medio fresco y se dejaron otras 15-16 horas. Pasado este 
tiempo, se retiró el medio de infección y se añadió medio fresco nuevo. Tras 48 horas, se añadió el 
antibiótico de selección Puromicina a una concentración de 1’5 µg/ml y se seleccionaron durante 
otras 48 horas. 
- Infección lentiviral: 
Para la obtención de células MDA-MB231 que expresan el shRNA-Caspasa 8, el shRNA TRAIL-
R2/DR5 o el shRNA-Scrambled y células MCF10A que expresan el shRNA-Caspasa 8 o el shRNA 
scrambled se cultivaron 5 x 105 células en una placa de 90 mm. Al día siguiente se infectaron con una 
mezcla de 2 ml de sobrenadante viral (obtenido como se comenta anteriormente en el apartado 
producción viral), 2 ml de medio fresco y Polybrene (Sigma-Aldrich)  a una concentración de 8 µg/ml. 
A las 6 horas de la infección se le añadieron 6ml de medio fresco y se incubaron otras 15-16 horas. 
Pasado este tiempo, se retiró el medio de infección y se añadió medio fresco nuevo. La detección del 
% de células positivas para la expresión de los lentivirus que expresan GFP se realizó mediante 
citometría de flujo en un citómetro FACScalibur, utilizando el programa Cell Quest Pro (Becton 
Dickinson, Mountain View, CA, USA) para el análisis de los datos. 
2.13. RT-PCR (Transcripción reversa de ARN y amplificación de ADN por 
reacción en cadena de la polimerasa). 
- Extracción de RNA 
El RNA total de las células se obtuvo utilizando el sistema de extracción de RNA RiboZol (Amresco, 
VWR), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente: Se aspiró el medio de cultivo de 
las placas que contenían las células adherentes, se añadió 1 ml de RiboZol por pocillo de placa de 6 
pocillos y se recogió en tubos eppendorf para cada condición. Se incubó durante 5 minutos a 
temperatura ambiente, tras los cuales se añadieron 200 µl de Cloroformo (Cl3CH), los tubos se 
agitaron vigorosamente durante 15 segundos y se dejaron reposar durante 3 minutos a temperatura 
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ambiente. Se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC y se recogió la fase acuosa 
(superior) en otro tubo eppendorf. Al volumen correspondiente de la fase acuosa recogida se le 
añadieron 500 µl de isopropanol que se mezclaron despacio hasta obtener una mezcla homogénea. 
Se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 
minutos a 4ºC. Se eliminó el sobrenadante por decantación y el pellet de RNA fue lavado con 1 ml de 
etanol al 75%, se centrifugó a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC y se descartó el sobrenadante 
con una punta amarilla y con cuidado de no aspirar el pellet de RNA. Se secó el pellet de RNA en una 
estufa a 37ºC durante aproximadamente 20 minutos y cuando estuvieron completamente secos se 
resuspendieron en 12 µl de H2O-DEPC incubando 10 minutos  a 55-60ºC. 
- RT-PCR 
 Partiendo de 2 µg de RNA total y utilizando un kit de transcriptasa reversa M-MLV (Gibco) se 
sintetizó el DNA complementario (cDNA). De este DNA se tomó 1 µl para su amplificación por PCR. 
Los cebadores utilizados para la amplificación de mRNAs se obtuvieron de Sigma. 
 
Cebador Secuencia 5'-3' 






El programa para amplificar actina (661 pb) se describe la siguiente tabla. 




Número de ciclos 
Desnaturalización inicial 94 ºC 2 minutos 1x 
Desnaturalización 94 ºC 40 segundos 
 
 
27 x Anillamiento 
60 ºC 40 segundos 
 




72 ºC 10 minutos 1x 
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Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa (Applichem) al 1% en tampón TAE 1X 
con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio (Sigma-Aldrih).  
El programa usado para amplificar XBP1 (se amplifican ambos productos, no procesado: 283 pb y 
procesado: 257 pb) se describe en la siguiente tabla. 




Número de ciclos 
Desnaturalización inicial 95 ºC 5 minutos 1x 
Desnaturalización 95 ºC 60 segundos 
 
 
35 x Anillamiento 
58 ºC 30 segundos 
 




72 ºC 5 minutos 1x 
 
Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa (Applichem) al 3% en tampón TAE 1X 
con 0,5 µg/ml de bromuro de etidio (Sigma-Aldrih). La cuantificación de los productos se realizó 
mediante software Imege-Quant 5.2 (Amersham-Biosciences) 
TAE (1X) VOLUMEN 
TrisBase 4,84 g 
EDTA 0,5M pH 8 2 ml 
Ácido acético glacial 1,1 ml 
H2O hasta 1L 
 
2.14. RT-Q-PCR. 
La PCR cuantitativa se empleó para el análisis de la expresión de RNA mensajero. Se realizó utilizando 
el Taqman Universal PCR Master MIX según las instrucciones del fabricante y con el sistema 7500 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Las sondas comerciales Taqman frente al cDNA humano 
utilizadas fueron las siguientes: 
Sonda Taqman Referencia 
ATF6 (ATF6 Hs00232586_m1) 
CHOP (CHOP Hs01090850_m1) 
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c-MYC (c-MYC Hs00905030_m1) 
FLIP (L) (FLIP (L) AIN1EV0) 
HPRT1 (control interno) (HPRT1 Hs01003267_m1) 
PUMA (PUMA Hs00248075_m1) 
TRAIL (TRAIL Hs00921974_m1) 
TRAIL-R2 (TRAIL-R2 Hs00366278_m1) 
 
2.15. RT-MLPA (Retrotranscriptase Multiplex Ligation-Dependent Probe 
Amplification). 
El análisis de los diferentes RNAs mensajeros de proteínas relacionadas con apoptosis se realizó 
mediante la técnica de RT_MLPA por el grupo del Dr. Joan Gil de la Universidad de Barcelona.  
El RT-MLPA es una adaptación de la tecnología del MLPA (Schouten et al. 2002) para analizar el 
número de copias de múltiples secuencias de mRNA en un solo tubo de reacción (Eldering et al. 
2003) y se aplica para analizar el perfil de expresión de RNAm de las condiciones de interés. El kit 
utilizado fue el SALSA RT-MLPA KIT R011 Apoptosis mRNA (MRC-Holland), que nos permite analizar el 
perfil de expresión de 37 genes, 32 de los cuales están relacionados con la apoptosis. Las secuencias 
de mRNA a analizar se retrotranscriben a cDNA con primers específicos para cada secuencia. Como 
en el MS-MLPA, el método se basa en que cada gen a analizar tiene diseñado un par de sondas 
complementarias a la cadena de cDNA, una consecutiva a la otra. Además, una de las sondas tiene 
una cola de nucleótidos de tamaño variable para cada uno de los genes. Así pues, las sondas se 
hibridan al cDNA de modo que cuantas más copias de un cDNA exista, más sondas habrán hibridado 
con ellas. A continuación, se realiza una reacción de ligación de las 2 sondas hibridadas sólo en el 
caso de que se hubieran hibridado con el cDNA, es decir, de forma adyacente, y no en el caso de 
hibridación con ADN genómico. Las sondas están dirigidas contra regiones exónicas y su diseño está 
realizado y optimizado por la casa comercial. En los extremos de todas las sondas se ha añadido un 
par de secuencias idénticas, que permite realizar una PCR con un solo par de primers para todos los 
productos de la ligación. Los primers están marcados con FAM. Así pues, el producto final de PCR son 
varias secuencias de nucleótidos de tamaño diferente según el gen a analizar. Mediante una 
electroforesis capilar se separan los productos por tamaño y se determina el área de fluorescencia 
(FAM) que permite cada producto cuyo tamaño será directamente proporcional a la cantidad inicial 
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de RNAm del gen de interés. Entre los genes analizados se encuentran 5 genes potencialmente 
normalizadores. Los datos obtenidos se normalizan con el control adecuado en cada tipo celular, 
para compensar errores en la carga inicial de  RNAm. La comparación de dos muestras normalizadas 
por uno de los genes que existe en el kit, nos permite analizar si de un gen se ha inhibido o activado 
su transcripción después de un tratamiento. En el momento en que se realizaron los experimentos 
incluidos en esta tesis, MRC-Holland comercializaba el kit SALSA RT-MLPA KIT R011 Apoptosis mRNA. 
Posteriormente, la casa comercial ha emitido nuevas versiones del kit en las que se han reemplazado 
algunas sondas y se han incluido algunas nuevas. En el RTMLPA los datos obtenidos pueden 
representarse de diferentes maneras para destacar diferentes aspectos de los resultados. 
Representando directamente los valores de los picos de la electroforesis, “expresión relativa”, nos da 
una idea de la cantidad de RNAm de cada gen. Sin embargo, en el kit se han añadido inhibidores 
competitivos de la PCR para algunos genes muy expresados en la célula, en concreto BCL-X, BRUCE, 
BNIP3L y MCL-1, con el objetivo de disminuir la cantidad de producto final de modo que todos los 
productos de PCR estén en un mismo rango en la lectura de la electroforesis (FTL, B2M y SERPIN).  
Tras normalizar los datos con el gen normalizador adecuado, obtenemos valores que indican si un 
gen ha inhibido o activado su transcripción después de un tratamiento. Estos valores pueden 
referirse al control, de modo que se obtenga la “expresión relativa al control” o “veces de inducción”. 
En esta representación se destacan las inducciones de expresión de cada gen. Protocolo: 200 ng de 
ARN total fueron retrotranscritos usando primers específicos para los genes de interés y el enzima M-
MLV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI). El cDNA fue incubado durante 16 horas con las 
sondas del kit a 60ºC. Los oligonucleótidos fueron ligados añadiendo la Ligase-65 (MRC-Holland, 
Ámsterdam) durante 15 minutos a 54ºC. Los productos de la ligación fueron amplificados por PCR (35 
ciclos, 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C, y 1 minuto a 72°C). Los fragmentos amplificados, 
producto de la PCR, fueron separados por electroforesis capilar en un ABI-Prism 3730 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems/Hitachi, Foster City, CA). El área de cada uno de los picos fue analizado 
usando el programa GeneMapper® de 48 capilares (Applied Biosystems). Las áreas de pico fueron 
exportadas a un archivo Microsoft Excel®. Los niveles de cada uno de los RNAm fueron normalizados 
por el gen β-glucuronidasa (GUSB). 
2.16. Inmunofluorescencia. 
Para el análisis de expresión de proteínas por microscopía de fluorescencia o microscopía confocal, 
las células fueron sembradas en cubre-objetos  a una densidad de 3 x 105 células por pocillo de placa 
de 6 pocillos en medio completo y mantenidas una noche overnight a 37ºC en una atmósfera 
humidificadas con un 5% de CO2. Al día siguiente y tras recibir el tratamiento oportuno, los cubre-
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objetos fueron lavados con PBS 1X y rápidamente fijados y permeabilizadas bien en 100% metanol 
HIPERPUR (Panreac) a -20ºC durante 6 minutos o fijadas en 4% de paraformaldehido 
(Polyscience,Inc) durante 10 minutos a temperatura ambiente y permeabilizadas con 0,5% de tritón-
X100 (Sigma-aldrich).  
A continuación y tras ser lavadas 3 veces durante 5 minutos con 0,1% PBS-tween, las células se 
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Transcurrido este tiempo las células se lavaron 3 veces durante 5 minutos con 0,1% PBS-tween y se 
incubaron con el anticuerpo secundario fluorescente apropiado durante 1 hora, tras lo cual de nuevo 
se realizaron 3 lavados de 5 minutos con 0,1% PBS-tween y se procedió a la tinción de los núcleos 
con 1µg/ml de DAPI. 
-  Microscopía fluorescencia y microscopía confocal y análisis de imagen. 
Las imágenes de microscopia de fluorescencia fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia 
Leica DFC500 y las imágenes de microscopía confocal fueron tomadas usando un microscopio 
confocal espectral (Leica TCS-SP5) equipado con microscopio DMI60000. El procesamiento de las 
imágenes se realizó el software de Leica (LAS) y Adobe Photoshop. Para la presentación, todas las 
imágenes han sido ajustadas a nivel de intensidad, contraste y/o brillo.   
La cuantificación de los niveles de punteado de TRAIL-R2/DR5 o LC3 se contaron como mínimo 100 
células/muestra y para ello se empleó el módulo “granularity” de software Metamorh offline. 
2.17. Estudios de morfogénesis 
2.17.1. Cultivos tridimensionales de células epiteliales. 
En primer lugar, se repartieron 50 µl de Matrigel (GFR BD; Ref. 354230) previamente descongelado 
en hielo, en cada pocillo de la placa (BD Transduction, Ref. 354118). Se dejó la placa en el incubador 
de células  durante 20 minutos para que el Matrigel gelificase y a continuación se añadieron 5.000 
células por pocillo resuspendidas en 400 µl de medio de ensayo 3D, al que se suplementó con 5ng/ml 
de EGF (Peprotech) y 2% de Matrigel. Las células se incubaron a 37ºC y 5% de CO2 durante los días 
deseados para el estudio de formación de acinos. 
Cada 4 días el medio era sustituido por otros 400 µl de medio de ensayo 3D, suplementado con 
5ng/ml de EGF (Peprotech) y 2% de Matrigel. 
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2.17.2. Inmunofluorescencia 3D. 
Para el estudio de la formación  de acinos mediante microscopia confocal, el día de recogida, los 
acinos se fijaron en la propia placa de cultivo, con 400 µl de una solución al 4% de Formalina (Sigma 
HT501128) en PBS, durante 20 minutos y a temperatura ambiente. Después se lavaron 3 veces 
durante 10 minutos con 400 µl de una solución PBS/Glicina 1X a temperatura ambiente (diluir PBS-
Glicina 10X en agua). 
A continuación se realizó un primer bloqueo con 400 µl de Tampón IF Wash 1X (diluir IF WASH 10X 
en agua) + 10% de suero de cabra (Sigma, G9023) durante 1 hora a temperatura ambiente. El 
segundo bloqueo se realizó con 200 µl de una solución IF Wash 1X + 10% de suero de cabra + 1:100 
de F (ab)2 (Jackson Immunoresearch 115-006-006) durante 30-40 minutos a temperatura ambiente.  
La incubación con el anticuerpo primario se dejó toda la noche en agitación muy suave a 4ºC con el 
anticuerpo primario deseado, a una concentración de 1:100 en 200 µl de bloqueo secundario. Al día 
siguiente se lavan los pocillos 3 veces con 400 µl de IF Wash 1X  a temperatura ambiente, con 
agitación muy suave durante 20 minutos. Seguidamente se incuban las muestras con el anticuerpo 
secundario correspondiente en 200 µl de una solución IF Wash 1X + 10% de suero de cabra, en 
oscuridad, a temperatura ambiente y en agitación muy suave durante 1 hora.  Tras la incubación se 
vuelven a lavar 3 veces durante 20 minutos cada una, con IF Wash 1X, en oscuridad, a temperatura 
ambiente y en agitación muy suave. Posteriormente, se incubaron con 20ng/ml de una solución DAPI 
(Sigma, D9542) en PBS,  durante  15  minutos en oscuridad. Se realizó un último lavado en IF Wash 
1X, Para el montaje de las muestras se quitó la carcasa con cuidado, obteniendo un porta con el 
matrigel sobre el que se coloca un cubre que contenía 8 gotas de Prolongold (Invitrogen). Se dejó 
secar durante toda la noche a temperatura ambiente sobre una superficie plana y tapado con un 
papel de aluminio. Al día siguiente el porta se selló con esmalte de uñas y una vez seco se analizaron 
las muestras por microscopía confocal. 
Si no se van a teñir las muestras con ningún anticuerpo, tras el segundo bloqueo se puede añadir 
directamente la solución de DAPI/PBS, y seguir el protocolo. 
2.17.3. Análisis de las muestras por microscopía confocal. 
El correcto desarrollo de la morfogénesis y formación de lumen, se analizó en un microscopio 
confocal espectral (Leica TCS-SP5), utilizando un objetivo HCXPLAPO con un aumento 20X y una 
apertura numérica de 0.7 de inmersión. El software para la adquisición y análisis de imágenes fue LAS 
AF. Se analizaron un mínimo de 100 acinos por muestra, obteniendo el porcentaje de acinos vacíos (4 
o menos células en el interior del lumen), en los diferentes días del desarrollo morfogénico. 
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2.17.4 Medios de cultivo y soluciones utilizadas. 
Medios de cultivo: 
MCF10A CULTIVOS-3D VOLUMEN 
DMEM-F12 500 ml 
Suero de caballo (HS) 10 ml 
EGF (100 µg/ml) - 
Hidrocortisona (5mg/ml) 50 µl 
Toxina colérica (1mg/ml) 50 µl 
Insulina (10mg/ml) 500 µl 




NaCl (Sigma-Aldrich #S9625) 38 g  
Na2HPO4 dibásica heptahidratada (Sigma-Aldrich #S9390) 9,38 g 
Na2HPO4 monobásica monohidratada (Sigma-Aldrich #S9638) 2,07 g 
Glicina (Merck #1.04094.1000) 37,5 g 
Hasta 500ml con H2O 







2.17.5. Análisis de la muerte celular: tinción por Bromuro de etidio. 
Para el análisis de la muerte celular en cultivos 3D, crecemos las células siguiendo las 
instrucciones especificadas en el apartado cultivos tridimensionales de células epiteliales. A 
día 12 de morfogénesis, cuando los acinos ya se encuentran bien formados, tratamos las 
células con TRAIL a 100ng/ml durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, eliminamos el 
medio de los cultivos 3D y añadimos 500 µl/pocillo de una solución 1µM de bromuro de 
etidio (Sigma-Aldrich) en PBS. Incubamos durante 15 minutos a 37ºC, tras los cuales 
eliminamos la solución de bromuro de etidio (EtBr) y añadimos PBS 1X a los pocillos. El 
análisis de muerte celular lo realizamos mediante inmunofluorescencia indirecta en un 
microscopio equipado con una lámpara de mercurio. Las células positivas para EtBr se 
detectan en el canal de la rodamina. Consideramos un acino como positivo para muerte 
IF WASH 10X 
NaCl (Sigma-Aldrich #S9625) 38 g  
Na2HPO4 dibásica heptahidratada (Sigma-Aldrich #S9390) 9,38 g 
Na2HPO4 monobásica monohidratada (Sigma-Aldrich #S9638) 2,07 g 
NaN3 Ázida sódica (Sigma-Aldrich #S8032) 2,5  g 
BSA (Applichem-Panreac A6588,0050) 5 g 
Tritón x-100 (Sigma-Aldrich #T8787) 10 ml 
Tween-20 (Sigma-Aldrich #P1379) 2,05 ml 
Hasta 500ml con H2O 
pH 7,4  
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celular si contenía dos o más células teñidas por EtBr. Se contaron 200 estructuras por 
pocillo. 
2.18. Ensayo de mamosferas. 
Para analizar la capacidad “stem cell” de cultivos celulares de mama, se desarrollaron ensayos de 
crecimiento de mamosferas en condiciones de cultivo en baja adherencia. 
 La primera selección consistió en sembrar en placas de 96 pocillos de baja adherencia (Costar 3474, 
Corning) 1000 células  individuales  en 200ul de medio de crecimiento/pocillo, previamente filtradas 
a través de un filtro de 30mm. Se sembraron 48 pocillos por tipo celular y se dejaron crecer en el 
incubador a 37ºC  en una atmósfera humidificadas con un 5% de CO2  durante 1 semana. 
Transcurrido este tiempo, se seleccionaron las esferas primarias y se disociaron enzimáticamente con 
tripsina al 0,05% durante 15 min a 37ºC, obteniendo una suspensión de células individuales que se 
sembraron a una densidad de 0,5 células/pocillo en placas de 96 pocillos de baja adherencia. Se 
sembraron de 3 placas de 96 pocillos por tipo celular que se dejaron crecer en el incubador a 37ºC  
en una atmósfera humidificadas con un 5% de CO2  durante 3 semanas. 
 La habilidad para generar mamosferas se definió al tercer pase consecutivo, mediante contaje de las 
estructuras esferoideas en el microscopio óptico. 
2.19. Ensayo de tumorogenicidad: Crecimiento en Soft-Agar. 
Para evaluar la transformación celular in vitro empleamos un ensayo de formación de colonias en 
agar blando.  
Para ello, las células fueron despegadas con tripsina y resuspendidas en medio de crecimiento. A 
continuación, placas de 6 pocillos que habían sido previamente cubiertas con una solución al 0,75% 
de agarosa de bajo punto de fusión en medio de crecimiento (2.18.3) se cubrieron con la suspensión 
de células (5 x103 células/pocillo) en 0,45% de agarosa de bajo punto de fusión (2.18.4). Las placas se 
incubaron durante 2-3 semanas  a 37ºC en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2. Los 
experimentos se realizaron por triplicado. Finalmente y para evitar que el agar se seque, 2 veces por 
semana ase añadieron 200µl/ pocillo de medio de crecimiento 2X.  
- Preparación del stock de agarosa de bajo punto de fusión. 
Necesitaremos dos tipos de disoluciones de agar de distinta rigidez. Para ello prepararemos un stock 
que autoclavaremos, alicuotaremos y mantendremos guardado a 4ºC. 







- Preparación de medio de crecimiento 2X. 







- Preparación de las placas cubiertas con “Base Agar” 
En primer lugar, mezclamos en proporción 1:1 agarosa 1,5% con medio  de crecimiento 2X. Añadimos 
lentamente por el lateral de la placa y con cuidado de no hacer burbujas a placas de 6 pocillos 1,5 
ml/pocillo  y dejamos solidificar a temperatura ambiente en la cabina de flujo laminar mientras 
preparamos las células. 
- Preparación del “Top Agar” 
Por otro lado, para preparar el Top Agar, mezclamos en proporción 1:1 agarosa 0,9% con medio de 
crecimiento 2X. 
2.20. Análisis de marcadores CD44+/CD24-/low. 
Para analizar el porcentaje de células madre tumorales o con características tipo stem cell like 
realizamos un análisis por citometría de flujo de los marcadores de superficie  CD24 y CD44. Las 
células fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 5 x 105 células por pocillo en 
medio completo y mantenidas una noche a 37ºC en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2. 
Al día siguiente y tras recibir el tratamiento oportuno fueron despegadas con tripsina y se recogieron 
en tubos de 5 ml de citometría de fondo redondo (Falcon) que mantendremos en hielo durante todo 
el proceso. A continuación, las células fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos a 4ºC y 
lavadas 2 veces con PBS 1X, tras lo cual fueron incubadas con una solución 0,5% BSA en PBS durante 
30 minutos a 4ºC y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, las células se centrifugaron a 1500 rpm 
durante 5 minutos a 4ºC y se lavaron 2 veces con PBS 1X. Finalmente, las células se resuspendieron 
Base Agar 
Agarosa de bajo punto de fusión 1,5% de agarosa en H2O. 
Top Agar 
Agarosa de bajo punto de fusión 0,9% agarosa en H2O. 
Medio crecimiento 2X Volumen 











100  µl 
10  µl 
10  µl 
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en 100 µl de PBS 1X /muestra y se incubó con el anticuerpo correspondiente a una concentración de 
5µg/ml durante 30 min a 4ºC y en oscuridad. Las células fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 
minutos a 4ºC y lavadas 2 veces con PBS 1X. Finalmente, se resuspendió el pellet con 500 µl de PBS 
1X/ tubo. La detección de los marcadores se realizó con un citómetro de flujo FACScalibur, utilizando 






2.21. Análisis estadístico. 
Todos los datos se presentan como la media ± SEM de al menos 3 experimentos independientes.  La 
significación estadística se determinó mediante la aplicación de la prueba T-Student. Un valor de p 
menor de 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
Anticuerpo  
IgG2b-FITC (Dako X0941) 
PE- antihuman CD24 (BD pharmigen 55428) 
FITC- antihuman CD44 (BD pharmigen 555478) 
Control autofluorescencia 
FL2 (545 nm) 
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CAPITULO I: Papel de las rutas de señalización MAPK/ERK y PI3K/AKT en la 
señalización de apoptosis por el ligando TRAIL. 
1.1 La Inhibición prolongada de la ruta de MAPK/ERK en células epiteliales de mama, 
incrementa los niveles de FLIP e inhibe la apoptosis inducida por TRAIL. 
La principal característica de TRAIL y la razón por la cual es considerado un atractivo agente 
antitumoral, es su selectiva habilidad para inducir apoptosis en células tumorales sin dañar los tejidos 
sanos, tanto in vitro como in vivo (Ashkenazi 2008). Por ello, la actividad de TRAIL recombinante y de 
anticuerpos agonistas frente a los receptores pro-apoptóticos de TRAIL ha sido evaluada en diversos 
ensayos clínicos (Hotte et al. 2008; Lim et al. 2013; Merchant et al. 2012; Wainberg et al. 2013).  Sin 
embargo, aunque TRAIL puede inducir apoptosis en numerosas líneas celulares tumorales, una gran 
parte de células cancerosas primarias presentan resistencia a la monoterapia con TRAIL. Resistencia 
que, en muchos casos puede ser vencida mediante el uso de terapias que combinan la acción de 
TRAIL con radioterapia y/o quimioterapia (Palacios et al. 2014; Lemke et al. 2014). 
La activación del receptor de TRAIL posee un efecto antitumoral mediante la inducción de apoptosis 
dependiente de caspasas en células sensibles, mientras que en células resistentes, TRAIL puede 
inducir señales no apoptóticas, que resultan en la activación de diversas quinasas (RIP1, IκB/NFκB, 
MAPK p38, JNK, ERK1/2, MAP3K TAK1, PKC, PI3K/AKT y Src) implicadas en proliferación, 
supervivencia, migración/invasión y angiogénesis (Azijli et al. 2013). De hecho, hay estudios que 
muestran como un tratamiento con TRAIL in vivo, potencia la metástasis en un modelo ortotópico de 
cáncer pancreático (Ishimura et al. 2006). Igualmente, se ha demostrado en modelos de ratón de 
cáncer de pulmón , adenocarcinoma pancreático y cáncer colorrectal, como la expresión endógena 
de TRAIL-R favorece el crecimiento tumoral y la metástasis así como la migración, proliferación e 
invasión (Hoogwater et al. 2010; Takahashi et al. 2013; von Karstedt et al. 2015). Todo esto sugiere 
una función pro-tumorogénica del sistema TRAIL/TRAIL-R en células resistentes a la apoptosis, por lo 
que resulta de vital importancia entender la señalización no apoptótica de TRAIL con el objetivo de 
poder evitarla. 
Los efectos de la activación del receptor de TRAIL en células resistentes son similares a los 
observados en células normales no transformadas resistentes, lo que sugiere que los mecanismos 
pro-tumorogénicos de TRAIL en líneas tumorales resistentes son parte de la señalización fisiológica 
normal en células no transformadas. Sin embargo, es importante destacar que la mayoría de las 
terapias combinadas empleadas para sensibilizar a las células tumorales a TRAIL, no dañan las células 
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normales, lo que nos indica que se estarían produciendo cambios específicos en las células tumorales 
que permitirían la activación de la apoptosis. 
Muchos estudios han intentado descifrar el proceso molecular responsable de esta doble  
señalización de TRAIL. Aun así, poco se sabe sobre los mecanismos moleculares implicados en la 
activación de estas rutas de señalización alternativas inducidas por TRAIL en células normales. Por 
todo esto, descifrar el sistema por el que se regula la señalización no apoptótica inducida por TRAIL, 
así como identificar las proteínas que pudieran potenciar la señalización apoptótica frente a la no 
apoptótica, nos permitiría desarrollar estrategias más eficientes que mejoraran la actividad de los 
agonistas frente a los receptores de TRAIL para el tratamiento contra el cáncer (Azijli et al. 2013) . 
Por ello, y con el objetivo de entender los mecanismos que controlan la diferente sensibilidad de 
células normales y tumorales de mama al ligando de muerte TRAIL, decidimos estudiar cuál es el 
papel de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT en la señalización de apoptosis por TRAIL. 
En primer lugar, determinamos si el tratamiento con TRAIL inducía la activación de las rutas de 
MAPK/ERK y PI3K/AKT, para ello y como estamos interesados en conocer cuál es la regulación de la 
señalización de TRAIL en líneas normales, empleamos la línea celular epitelial de mama no 
transformada MCF10A.  
El medio de cultivo de estas células se encuentra suplementado con EGF (Factor de crecimiento 
epidérmico), lo que provoca que los niveles basales de ERK1/2 fosforilado sean muy altos y resulte 
complicado observar una activación por encima de éstos. Para evitarlo, privamos a las células de EGF 
durante 24 horas previo a la adición de TRAIL, punto en el que los niveles de p-ERK1/2 se mantienen 
bajos, sin afectar a los niveles de FLIP o a la sensibilidad de las células a TRAIL (Yerbes et al. 2012). De 
esta manera, el tratamiento de células MCF10A con TRAIL  nos muestra una activación temprana de 
las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT determinada por la fosforilación de ERK1/2 y de los sustratos de 
AKT (Figura 1A).  
Para saber si la activación de estas rutas de señalización no apoptótica era dependiente de caspasa 8, 
generamos mediante infección lentiviral de un shRNA de caspasa 8, células MCF10A con bajos niveles 
de esta proteína. El vector lentiviral codifica igualmente para la proteína fluorescente GFP, por lo que 
la expresión de ésta sería indicativa a su vez de la expresión del shRNA. Además, si tratamos estas 
células con TRAIL, podemos observar como aquellas con bajos niveles de caspasa 8 tienen bloqueada 
casi en su totalidad la apoptosis inducida por TRAIL (Figura 1B). Por tanto, en células MCF10A, TRAIL 
está activando rutas de señalización apoptóticas y no apoptóticas, ambas de manera dependiente de 
caspasa 8 (Figura 1A). 
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Figura 1 | La inducción de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT en células MCF10A por TRAIL es dependiente de caspasa 8. 
(A) Células MCF10A sh SCR/sh C8 crecieron en ausencia de EGF (20ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales fueron tratadas 
con TRAIL 100ng/ml durante los tiempos indicados (0, 30, 60, 90 min). Los niveles de proteína de p-ERK1/2, ERK1/2, p-
sustratos de AKT, AKT fueron analizados por Western-Blot. Los niveles de Tubulina se emplearon como control de carga. (B) 
Células MCF10A infectadas tal y como se describe en materiales y métodos, con un shRNA  para caspasa 8 (pVLTHM-C8) o 
con un shRNA control (pVLTHM-Scr) (panel de la izquierda) se emplearon para medir el porcentaje de células GFP positivas 
mediante citometría de flujo  y (panel de la derecha) los niveles proteína caspasa 8 mediante Western-Blot. (panel inferior) 
Células MCF10A sh scr/shC8 fueron tratadas con TRAIL (500ng/ml) durante 6 horas. La apoptosis se midió como el 
porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas 
muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. 
 
Recientemente, en nuestro grupo se ha demostrado que la inhibición de la señalización del receptor 
de EGF en distintas líneas celulares epiteliales de mama, por una retirada prolongada de EGF o por 
tratamiento con gefitinib (inhibidor del receptor de EGF), provoca el aumento de expresión de la 
isoforma cFLIP(L) y hace estas células más resistentes a TRAIL (Yerbes et al. 2012). Estos datos junto 
con la activación temprana inducida por TRAIL de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT que observamos 
en la figura 1A, nos incitó a examinar en células humanas epiteliales de mama,  la función  de estas 
rutas de señalización en la apoptosis inducida por TRAIL.  
Para evaluar el papel de la ruta de PI3K/AKT, decidimos utilizar el inhibidor GSK690693, el cual se ha 
descrito como específico para la inhibición de las quinasas AKT1, AKT2 y AKT3 (Heerding et al. 2008; 
Rhodes et al. 2008) y para evaluar el papel de la ruta de MAPK/ERK utilizamos el inhibidor de MEK1, 
U0126 (DeSilva et al. 1998), a las dosis en las que previamente habíamos observado una inhibición 
completa de las vías en estas células.  
Como se observa en la figura 2A, tanto la inhibición de las rutas de MAPK/ERK como la de PI3K/AKT 
durante 15 horas previo a la adición de TRAIL, protege a las células MCF10A frente a la apoptosis, 
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aunque esta protección es mayor cuando la ruta inhibida es la de ERK1/2. Quisimos evaluar cuál era 
el efecto de la inhibición de estas rutas en otro modelo y para ello, empleamos la línea epitelial 
normal de mama HMEC-hTERT. En este caso, no se observa ningún efecto en respuesta al 
tratamiento con GSK690693, sin embargo y al igual que en las MCF10A, el tratamiento con U0126, 
bloqueaba significativamente la apoptosis inducida por TRAIL (Figura 2A).  
 
Figura 2 | En células epiteliales de mama, la inhibición prolongada de la ruta de MAPK/ERK, permite el aumento en los 
niveles de cFLIP(L) y protege a las células de la apoptosis inducida por TRAIL. (A) Células MCF10A y HMEC-hTERT se 
trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) separados o en combinación durante 15 horas, tras la 
cuales las células se trataron con TRAIL a 100 y 500ng/ml respectivamente durante 24 horas. La apoptosis se midió como el 
porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas 
muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p>0.01, ***p<0.001. (B) Células 
MCF10A, HMEC-hTERT y MCF12-A, se trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) separados o en 
combinación durante 15 horas. Los niveles de FLIP largo fueron analizados por RT-QPCR y por western blot. La proteína 
GAPDH, se usó como control de carga. 
 
Basándonos en el efecto que la retirada prolongada de EGF tiene en estas células, decidimos estudiar 
si se estaba produciendo algún cambio en los niveles de cFLIP largo, debido a la inhibición de las 
rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT. La figura 2B muestra como en células MCF10A, principalmente la 
inhibición de la ruta de MAPK/ERK induce un aumento en los niveles de FLIP largo tanto a nivel de 
proteína como a nivel de RNA mensajero, lo que correlaciona con la mayor resistencia de estas 
                         REGULACIÓN MÚLTIPLE DE LA FUNCIÓN DEL SISTEMA TRAIL EN APOPTOSIS 129 
células a TRAIL. El efecto, de las inhibición de estas rutas sobre los niveles de FLIP, se observa 
también en otros 2 modelos de líneas celulares normales dependientes de EGF, HMEC-hTERT y 
MCF12-A (Figura 2B). 
Todos estos resultados indican que, en células humanas epiteliales de mama, la ruta de MAPK/ERK 
colabora en el mantenimiento de niveles reducidos de cFLIP(L) y tiene, por lo tanto,  un papel pro 
apoptótico frente a la activación de los receptores de TRAIL. 
1.2 El tratamiento simultáneo de TRAIL y los inhibidores de MAPK/ERK y PI3K/AKT, 
potencia la apoptosis inducida por TRAIL en células normales epiteliales de mama. 
Los resultados anteriores contrastan con las observaciones de otros grupos en células tumorales en 
las que  la activación de las  rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT ha estado siempre relacionada con la 
supervivencia celular, previniendo la inducción de apoptosis, y que la inhibición de estas rutas 
incrementa la sensibilidad de las células a la apoptosis inducida por TRAIL (Gibson et al. 2002; Zhang 
et al. 2003; Vaculová et al. 2006).  
En todos estos trabajos en líneas de células tumorales, el tratamiento con los inhibidores de las rutas 
de señalización se realiza de manera simultánea al tratamiento con TRAIL, por lo que decidimos 
examinar cual sería la sensibilidad de distintas líneas epiteliales de mama no tumorales a TRAIL, 
cuando éste se añade al mismo tiempo que los inhibidores. Sorprendentemente y en contraste con 
los resultados obtenidos al inhibir la ruta de MAPK/ERK y PI3K/AKT de manera prolongada  antes de 
tratar con TRAIL, el tratamiento simultáneo con los inhibidores específicos y TRAIL aumenta la 
sensibilidad de las células MCF10A a la apoptosis. Cabe destacar que esta sensibilidad es aún mayor 
cuando inhibimos ambas rutas y tratamos con TRAIL al mismo tiempo. La sensibilización por el 
cotratamiento con los inhibidores de ambas rutas y TRAIL, la observamos también en las otras 2 
líneas epiteliales de mama HMEC-hTERT y MCF12-A (Figura 3A). Así, en este contexto, nos 
encontramos con que las rutas de MAPK/ERK y AKT están desempeñando un papel de supervivencia 
o anti-apoptótico. 
El siguiente paso fue identificar qué receptor de TRAIL está implicado en esta activación de la 
apoptosis. Como ya se ha indicado en la introducción de esta tesis, existen dos receptores pro-
apoptóticos de TRAIL, TRAIL-R1/DR4 Y TRAIL-R2/DR5. Las células de mama y en concreto la línea 
celular MCF10A expresan principalmente TRAIL-R2/DR5, razón por la cual decidimos silenciar la 
expresión de esta proteína mediante siRNA y evaluar la sensibilidad de estas células a TRAIL. El 
silenciamiento de TRAIL-R2/DR5 reduce la apoptosis inducida por el cotratamiento de TRAIL y los 
inhibidores específicos GSK690963 y U0126 (Figura 3B). El hecho de que la muerte no se encuentre 
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completamente bloqueada, puede deberse a distintos factores. Por un lado, el silenciamiento de 
TRAIL-R2/DR5 no es total, por lo que aquella población que no haya perdido la expresión del receptor 
de TRAIL (DR5) va a seguir siendo sensible. Por otro lado, aunque mucho menos que TRAIL-R2/DR5, 
las células MCF10A también expresan ciertos niveles de DR4, que podrían estar señalizando para 
apoptosis. 
 
Figura 3 | El tratamiento simultáneo de los inhibidores de la ruta de MAPK/ERK y PI3K/AKT favorece la apoptosis 
inducida por TRAIL. (A) Células MCF10A, HMEC-hTERT y MCF12-A se trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM) y 
U0126(10uM) separados o en combinación y con TRAIL a 100 ng/ml (MCF10A) y 500ng/ml (HMEC-hTERT y MCF12-A) 
durante 24 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se 
describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos 
independientes. *p<0.05, **p>0.01, ***p<0.001. (B) Células MCF10A se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia 
de TRAIL-R2/DR5 o scrambled durante 48 horas tal y como se describe en materiales y métodos, tras esto las células se 
trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) separados o en combinación y TRAIL (100ng/ml). La 
apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo. Los niveles de DR5 fueron analizados 
por western blot. La proteína GAPDH, se usó como control de carga. 
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A partir de los datos mostrados, podemos concluir que en células normales epiteliales de mama, la 
ruta de MAPK/ERK tiene un doble papel. Por un lado, en una fase temprana, estaría actuando como  
ruta de supervivencia inhibiendo la apoptosis inducida por TRAIL, y por otro lado, la actividad de esta 
ruta estaría regulando negativamente los niveles de FLIP (L) y, de esta forma, permitiendo una mayor 
activación de caspasa 8 y de la apoptosis inducida por TRAIL. 
1.3 El tratamiento simultáneo de TRAIL y los inhibidores de MAPK/ERK y PI3K/AKT, 
favorece la señalización apoptótica temprana de TRAIL. 
La activación de los receptores pro-apoptóticos por TRAIL, induce el procesamiento apical de la 
procaspasa 8 para generar la subunidad pequeña, p12 y el fragmento intermedio p43/41, el cuál será 
seguidamente procesado para producir la subunidad catalíticamente activa p18 (Sprick et al. 2000).  
Para elucidar el mecanismo de sensibilización de las células epiteliales de mama a TRAIL, inducida por 
la combinación de los inhibidores específicos y el ligando de muerte, determinamos el 
procesamiento temprano de la procaspasa 8 en células MCF10A tratadas con TRAIL en combinación 
con GSK690963 y U0126, observando un incremento significativo en el procesamiento de la 
procaspasa 8, determinado como la producción del fragmento p43/41 y la subunidad p18 (Figura 
4A). Del mismo modo, podemos observar, como una hora de tratamiento con los inhibidores es 
suficiente para inhibir por completo la activación de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT, medida 
como fosforilación de la quinasa ERK1/2 y la fosforilación de los sustratos de AKT, respectivamente 
(Figura 4A).  
A continuación, investigamos el papel anti-apoptótico de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT en la 
señalización apoptótica temprana de TRAIL determinando en primer lugar, la habilidad de TRAIL para 
formar el complejo de muerte DISC en células MCF10A tratadas con TRAIL o con la combinación de 
TRAIL y los inhibidores específicos GSK690963 y U0126. En la figura 4B, podemos observar como el 
cotratamiento de TRAIL y los inhibidores específicos de la ruta de ERK y AKT favorece 
significativamente la formación del DISC. Los niveles de proteína de TRAIL-R2/DR5, FADD y 
procaspasa 8 unida al DISC del TRAIL es mayor en el caso en que las células han sido cotratadas con 
los inhibidores específicos y TRAIL (Figura 4B).  
Por otro lado, recientemente se ha demostrado que TRAIL induce cambios en la localización 
subcelular de los componentes del DISC con el objetivo de conseguir una completa activación de 
caspasa 8 (Jin et al. 2009).  
 




Figura 4 | Señalización temprana inducida por TRAIL.  (A) Células MCF10A se trataron o no con los inhibidores GSK690963 
(10uM) y U0126 (10uM) en combinación una hora antes del tratamiento con TRAIL a 100ng/ml durante los tiempos 
indicados. Los niveles de proteína de caspasa-8, p-ERK1/2, ERK1/2, p-sustratos de AKT, AKT fueron analizados por 
WESTERN-BLOT. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. (B) Células MCF10A se trataron o no con los 
inhibidores GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) en combinación una hora antes de la incubación con TRAIL-biotinilado (b-
TRAIL) a 250ng/ml durante 30 y 60 minutos. Los receptores control sin estimular (NE) representan la adición de b-TRAIL a 
250 ng/ml al volumen equivalente del lisado aislado procedente de células sin estimular y seguidamente se aisló el DISC tal 
y como se describe en materiales y métodos. Los niveles de TRAIL-R2, FADD, caspasa-8, FLIP, y GAPDH como control de 
carga, se analizaron mediante western-blot. Los Inputs, también se incluyen como control de las cantidades de estas 
proteínas en los lisados celulares. (C) Células MCF10A se trataron como en (A) y seguidamente se sometieron a un 
fraccionamiento subcelular tal y como se describe en materiales y métodos. Los niveles de TRAIL-R2, FADD, caspasa-8, FLIP, 
caspasa-3 y vimentina se analizaron mediante western-blot en las fracciones celulares que contienen citosol, membrana 
plasmática y citoesqueleto/lipid-rafts. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos independientes.  
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Para examinar la localización subcelular de los componentes del DISC en células MCF10A tratadas 
solo con TRAIL o con la combinación de TRAIL y los inhibidores específicos GSK690963 y U0126, 
realizamos el fraccionamiento celular en diversas fracciones conteniendo citosol, membranas o 
citoesqueleto/lipid-rafts. Tal y como ya se había descrito (Jin et al. 2009), TRAIL induce un 
incremento en los niveles proteicos de TRAIL-R2/DR5, FADD y Caspasa 8 en el compartimento que 
contiene las proteínas del citoesqueleto y las plataformas de lipid rafts. Interesantemente, en las 
células MCF10A tratadas con la combinación de TRAIL y los inhibidores específicos GSK690963 y 
U0126, la translocación de las proteínas del DISC, TRAIL-R2/DR5, FADD y Caspasa 8 a la fracción del 
citoesqueleto y lipid-rafts se ve significativamente incrementada (Figura 4C). 
Todos estos resultados juntos, nos muestran como la inhibición de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT 
al mismo tiempo que hacemos un tratamiento con TRAIL, favorece los eventos tempranos de la 
apoptosis inducida por TRAIL en células humanas epiteliales de mama. 
 
Figura 5 | El efecto pro-apoptótico de la inhibición de las rutas de MAPK/ERK y AKT no se debe a una inhibición de la 
internalización. Células MCF10A se trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) en combinación 
durante una hora. La internalización de TRAIL-R2 se midió como el TRAIL-R2 que queda en la membrana después del 
tratamiento con TRAIL durante los tiempos indicados. La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2  fue analizada por 
citometría de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células 
incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son 
representativos de al menos 3 experimentos independientes. 
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La unión de los ligandos  de muerte TNF y FAS(L) a uno de sus receptores en la superficie celular 
rápidamente  conduce a la endocitosis del complejo formado por el ligando y el receptor. La 
endocitosis de este complejo, ha sido considerada como un mecanismo que impide la apoptosis, ya 
que el complejo endocitado era normalmente marcado para su degradación lisosomal. Sin embargo, 
en los últimos años se ha visto, que la internalización y el tráfico intracelular de los receptores de TNF 
y FAS, puede tener un papel estimulador sobre determinadas rutas de señalización (Gonzalvez & 
Ashkenazi 2010).  
En cuanto al papel de la internalización del receptor en la señalización de TRAIL, se ha descrito que 
tanto TRAIL-R1/DR4 como TRAIL-R2/DR5 internalizan rápidamente en respuesta a la unión del 
ligando, a través de un mecanismo dependiente de dinamina. Sin embargo, al contrario que para TNF 
o FAS ligando, el complejo ligando-receptor de TRAIL, no necesita internalizarse para formar el DISC e 
inducir apoptosis (Gonzalvez & Ashkenazi 2010). De hecho, hay estudios que indican que la inhibición 
de la internalización del complejo ligando-receptor de TRAIL favorece la activación de caspasas y la 
apoptosis (Austin et al. 2006; Akazawa et al. 2009). 
Por ello nos planteamos, si las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT, activadas como parte de la 
señalización temprana inducida por TRAIL, podrían estar favoreciendo la internalización de TRAIL y 
frenando en una etapa temprana la apoptosis inducida por TRAIL, razón por la cual, al inhibir estas 
rutas en presencia de TRAIL, se estaría inhibiendo la internalización del complejo ligando-receptor y 
se potenciaría la apoptosis. Sin embargo, al estudiar si existía alguna diferencia en la internalización 
de TRAIL-R2/DR5 entre las células MCF10A tratadas solo con TRAIL o con la combinación de TRAIL y 
los inhibidores específicos GSK690963 y U0126, no observamos ningún cambio (Figura 5). 
De este modo, podemos resumir que en células normales no transformadas, TRAIL activa las rutas de 
señalización de MAPK/ERK y PI3K/AKT de manera dependiente de caspasa-8. La inhibición 
prolongada de estas rutas con anterioridad al tratamiento con TRAIL aumenta los niveles de FLIP (L) 
inhibiendo de esta manera la apoptosis inducida por TRAIL (Figura 6A). Sin embargo, si las rutas son 
inhibidas de manera simultánea al tratamiento con TRAIL, los niveles de FLIP (L) no cambian y en 
contraste se observa una mayor translocación de los componentes del DISC a la fracción de lipid-
rafts, una mayor formación del DISC que favorece la activación de caspasa 8 y en consecuencia una 
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Figura 6 | Papel dual de las rutas de señalización MAPK/ERK y PI3K/AKT en la señalización de apoptosis por el ligando 
TRAIL en células normales no transformadas. 
 
 
1.4 Regulación diferencial entre líneas tumorales y normales de los niveles de FLIP (L).  
Tal y como comentábamos antes, el papel de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT en líneas tumorales 
siempre se ha descrito como anti-apoptótico, sin embargo, y a raíz de los resultados obtenidos al 
inhibir de manera prolongada las rutas de MAPK/ERK Y PI3K/AKT antes del tratamiento con TRAIL, 
nos preguntamos si en líneas tumorales la ruta de MAPK/ERK también posee este doble papel pro y 
anti-apoptótico.  
Para ello, empleamos la línea tumoral de cáncer de cerviz HeLa. En estas células podemos observar la 
activación por TRAIL de distintas rutas de quinasas, tales como la ruta de AMPK, medida por la 
fosforilación del sustrato ACC, la ruta de MAPK/ERK, medida por la fosforilación de ERK y la ruta de 
p38 medida por la fosforilación de una proteína de 90KDa relacionada con MSK1 (Figura 7A). Al igual 
que ocurría en las líneas epiteliales normales de mama, la activación por TRAIL de todas estas rutas, 
dependen de caspasa 8. Así, un siRNA específico frente a caspasa 8, bloquea significativamente la 
activación por TRAIL de las rutas de AMPK, MAPK/ERK y p38 (Figura 7B). 
 
 




Figura 7 | La inducción de las rutas de quinasas en células HeLa por TRAIL es dependiente de caspasa 8. (A) Células HeLa 
se trataron TRAIL 500ng/ml durante los tiempos indicados (0, 30, 60, 90 min). Los niveles de proteína de p-ACC, AMPK, p-
p70 S6K, P70 total, p-ERK1/2 y ERK1/2 fueron analizados por WESTERN-BLOT. Los niveles de Tubulina se emplearon como 
control de carga. (B) Células HeLa se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia de caspasa-8 o scrambled durante 
48 horas tal y como se describe en materiales y métodos, tras esto las células se trataron o no con TRAIL (500ng/ml). Los 
niveles de caspasa-8, p-ACC, AMPK, p-p70 S6K, P70 total, p-ERK1/2 y ERK1/2 fueron analizados por Western-Blot. Los 
niveles de Tubulina se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos 3 
experimentos independientes. 
 
Del mismo modo que hicimos para líneas no tumorales, decidimos estudiar la sensibilidad de líneas 
tumorales de distinto origen, al tratamiento combinado de TRAIL y los inhibidores específicos de las 
rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT.  
En primer lugar, quisimos evaluar en células de cáncer cervical HeLa, el efecto del cotratamiento de 
TRAIL con los inhibidores específicos GSK690963 y U0126. En este caso y al igual que sucede en líneas 
no tumorales (Figura 3A), podemos observar una mayor sensibilización a la apoptosis inducida por 
TRAIL cuando se combina este con los inhibidores específicos de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT, 
tanto por separado como juntos (Figura 8A). Lo mismo ocurre en otras líneas tumorales de distinto 
origen como las líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB231 y T47D y la línea tumoral de cáncer 
colorrectal HCT116, lo que corrobora el papel anti-apoptótico o de supervivencia de estas rutas 
descrito ya en diversos estudios.  
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Figura 8 | La inhibición de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT en líneas tumorales, favorece en cualquier caso la 
apoptosis inducida por TRAIL. (A) Células HeLa, MDAMB-231, HCT-116 y T47D se trataron o no con los inhibidores 
GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) separados o en combinación y con TRAIL a 500 ng/ml (HeLa), 1000ng/ml (MDAMB-231 
y T47D) y 10ng/ml (HCT-116) durante 24 horas. (B) Células HeLa, MDAMB-231, HCT-116 se trataron o no con los inhibidores 
GSK690963 (10uM) y U0126 (10uM) separados o en combinación durante 15 horas, tras la cuales las células se trataron con 
TRAIL a 100ng/ml (HeLa y MDAMB-231) y 500ng/ml (HCT-116) durante 24 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje 
de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los 
valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p>0.01, ***p<0.001. 
 
Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en células no tumorales, cuando analizamos el efecto de 
la inhibición prolongada de la ruta de MAPK/ERK sobre la sensibilidad a TRAIL, observamos que ésta 
no se ve afectada en las líneas celulares Hela y MDA-MB231 e incluso se ve favorecida en la línea 
HCT116 (Figura 8B), en contraposición a lo que habíamos observado en líneas no tumorales 
(Figura2A).  
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Una respuesta similar obtuvimos al inhibir la ruta de PI3K/AKT durante 15 horas previa a la adición de 
TRAIL, haciéndose notablemente más sensibles al tratamiento con TRAIL las líneas celulares HeLa y 
HCT116 (Figura 8B).  
En cuanto al mecanismo por el cual la inhibición prolongada de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT 
presenta papeles opuestos, favoreciendo la sensibilidad a TRAIL en líneas tumorales y la resistencia 
en líneas normales, sabemos que en líneas normales epiteliales de mama, un tratamiento de 15 
horas con los inhibidores específicos GSK690963 Y U0126 por separado o en combinación, permite 
un aumento en los niveles de FLIP (L) tanto a nivel de proteína como de mRNA (Figura 2B).  
Al analizar que ocurría con los niveles de FLIP(L) en líneas tumorales, observamos como el 
tratamiento prolongado  con el inhibidor específico U0126 prácticamente no afecta a los niveles de 
proteína y mRNA de FLIP(L), mientras que el tratamiento prolongado con el inhibidor de la ruta de 
PI3K/AKT y la inhibición conjunta de ambas rutas reduce significativamente los niveles de proteína 
FLIP(L) (Figura 9), lo que correlaciona  de manera directa con la sensibilidad a TRAIL anteriormente 
mostrada (Figura 8B). 
 
Figura 9 | En líneas tumorales, la inhibición prolongada de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT no induce el incremento en 
los niveles de cFLIP(L). Células HeLa, MDAMB-231, HCT-116, T47D y BT20 se trataron o no con los inhibidores GSK690963 
(10uM) y U0126 (10uM) separados o en combinación durante 15 horas. Los niveles de cFLIP largo fueron analizados por RT-
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Todos estos resultados sugieren la existencia de una regulación diferencial entre líneas tumorales y 
no tumorales de los niveles de FLIP(L). Datos anteriores del grupo han demostrado como en células 
no tumorales MCF10A, la privación de EGF provoca la inhibición de la ruta de ERK1/2 y la disminución 
de c-myc, permitiendo el aumento en los niveles de FLIP(L) (Yerbes et al. 2012). 
C-myc es un miembro de la familia de factores de transcripción Myc que juega un papel fundamental 
en la regulación del crecimiento celular, en la progresión del ciclo celular y en la apoptosis (Eilers & 
Eisenman 2008). Por ello, nos preguntamos si en líneas tumorales, c-myc también estaría regulando 
negativamente los niveles de FLIP(L).  
Para ello, llevamos a cabo experimentos de silenciamiento de c-myc mediante un siRNA específico, 
en los que podemos observar como en células normales MCF10A en presencia de EGF, el 
silenciamiento de la expresión de c-myc permite el aumento de los niveles de FLIP(L) tanto a nivel de 
proteína como de mRNA (Figura 10A), tal y como había sido previamente descrito. Sin embargo, el 
silenciamiento específico de c-myc en la línea tumoral de cáncer cervical HeLa, no aumenta los 
niveles de FLIP(L) (Figura 10B). 
 
 
Figura 9 | Regulación diferencial de los niveles de FLIP en líneas normales y tumorales. (A) Células MCF10A y (B) Células 
HeLa, se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia de cMyc o scrambled durante 48 horas tal y como se describe 
en materiales y métodos. Los niveles de cMyc y cFLIP largo fueron analizados por RT-QPCR y por western blot. La proteína 
GAPDH, se usó como control de carga. Los datos mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. 
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Por tanto, podemos concluir que los niveles de FLIP(L) se encuentra regulados por mecanismos 
distintos en líneas tumorales y normales, que deben ser investigados en detalle, pues 
proporcionarían una valiosa información sobre cómo las células tumorales y normales regulan la 
apoptosis inducida por TRAIL, lo que permitiría establecer nuevas dianas para el tratamiento 
específico de las células cancerígenas. 
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CAPITULO II: Regulación por el oncogén ErbB2/Her2 de la activación de 
apoptosis por TRAIL en células epiteliales de mama humanas. 
2.1 Las células epiteliales de mama que sobreexpresan una forma constitutivamente activa 
del oncogen ErbB2/Her2 muestran características tumorogénicas. 
TRAIL es un conocido agente antitumoral con capacidad para matar selectivamente células tumorales 
sin afectar a las normales, sin embargo, aún son muchas las incógnitas que quedan por resolver 
relativas a la resistencia de células no tumorales y a la posible resistencia de tumores primarios a 
estos tratamientos. Por ello y para tratar de entender cuáles son los mecanismos que controlan la 
diferente sensibilidad de células normales y tumorales al ligando de muerte TRAIL, generamos un 
modelo celular de células epiteliales de mama humanas que sobreexpresan formas normales (wt) o 
constitutivamente activas del oncogen ErbB2/Her2/Neu (Haenssen et al. 2010), en el que hemos 
estudiado la regulación de la sensibilidad a TRAIL. 
Los receptores de la familia ERBB/Her modulan el desarrollo de la glándula mamaria y es habitual 
encontrarlos amplificados, mutados y/o sobreexpresados en tumores de mama. Además realizan 
importantes funciones tales como regulación de la supervivencia, proliferación celular y metástasis, 
por lo que la familia ERBB es considerada una atractiva diana terapéutica para el tratamiento del 
cáncer de mama (Hardy et al. 2011). ErbB2/Her2 es un receptor tirosín quinasa de la familia 
ERBB/Her frecuentemente expresado en muchos tumores. Alrededor de un 30% de los tumores de 
mama tienen ErbB2 sobreexpresado, lo cual se asocia además con una mayor agresividad y un peor 
pronóstico (Normanno et al. 2003; Haenssen et al. 2010). En consecuencia, muchos inhibidores de 
ErbB2 están siendo usados en la actualidad como tratamiento de cáncer de mama, aunque muchos 
de ellos pierden su actividad durante tratamientos prolongados por el desarrollo de resistencias 
secundarias, por lo que es necesaria la identificación de dianas terapéuticas adicionales (Haenssen et 
al. 2010; Nahta et al. 2006). 
El modelo de trabajo que hemos empleado en esta tesis se basa en la línea epitelial de mama 
MCF10A transformada bien con el oncogen ErbB2(Neu)/Her2 o con una forma mutada 
constitutivamente activa del mismo, ambos genes de rata, que codifican para un receptor 
transmembrana tirosín quinasa (Schechter et al.; Wang et al. 2006). En el caso de la forma 
constitutivamente activa, se trata de una mutación puntual dentro de la región transmembrana del 
oncogén Neu que resulta en la sustitución de una valina por ácido glutámico en la posición 664 
(V664E), lo que induce un incremento importante en la actividad tirosín quinasa y está asociado con 
transformación tumoral (Weiner et al. 1989; Moasser 2007). 
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Las  líneas estables generadas por infección con vectores retrovirales pBabe las denominamos: 
MCF10A pBabe con el vector retroviral vacío pBabe-puro, MCF10A pNeuN, con el vector retroviral 
pBabe-puro-ErbB2/Neu/Her2 y MCF10A pNeuT  con el vector pBabe-puro-NeuT (mutado y 
constitutivamente activo). 
En primer lugar, evaluamos las características morfológicas que presentaban las líneas celulares que 
componen el modelo MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT. La línea celular MCF10A es una línea celular 
epitelial de mama no transformada, espontáneamente inmortalizada, procedente de tejido de mama 
de una paciente de 36 años con alteraciones fibroquísticas. Éstas células presentan características 
propias de un epitelio normal de mama tales como, ausencia de tumorogenicidad en ratones 
desnudos, ausencia de crecimiento independiente de anclaje y crecimiento en cultivo controlado por 
hormonas y factores de crecimiento (Debnath et al. 2003; Soule et al. 1990). Las células MCF10A 
presentan una morfología tipo adoquinado característica de células epiteliales de mama. La 
sobrexpresión del oncogén ErbB2/Her2 no induce cambios significativos en la morfología de cultivos 
en 2D, tal y como había sido previamente descrito en (Muthuswamy et al. 2001). Sin embargo, la 
línea celular MCF-10A-pNeuT presenta una morfología alargada, tipo fibroblástica, con una menor 
adherencia al sustrato, característica de un fenotipo mesenquimal (Figura 12A). Igualmente, 
analizamos también los niveles de proteína del oncogén ErbB2 en los 3 modelos celulares, 
observando que las líneas pNeuN y pNeuT expresan unos niveles considerablemente más elevados 
de proteína ErbB2 en comparación con las pBabe. Además, determinamos los niveles proteicos de  
ErbB2 fosforilado (Tyr1248) como indicador de la actividad del oncogén ErbB2, detectando unos 
niveles significativamente mayores en la línea pNeuT con respecto a la pNeuN, en la cual aunque 
podemos observar cierto grado de activación, no es comparable con los niveles detectados en las 
células NeuT, las cuales presentan una forma mutada y constitutivamente activa del receptor de 
ErbB2 (Figura 12B).  
 
Figura 12 | Modelo celular de células MCF10A que sobreexpresan formas normales (wt) o constitutivamente activas del 
oncogen ErbB2/Her2/Neu (A) Imágenes representativas obtenidas por microscopía de contraste de fases de células 
MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT (B) Los niveles de expresión de p-ErbB2 (Tyr1248) y ErbB2 se midieron mediante Western-
Blot (WB). La Tubulina se empleó como control de carga.  
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Dadas las diferencias morfológicas observadas en el modelo MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT, 
decidimos llevar a cabo un análisis más detallado de las propiedades tumorogénicas que presentaban 
estas células. 
En primer lugar, con objeto de analizar la arquitectura morfológica de las células MCF10A in vitro, 
realizamos cultivos tridimensionales de las células que componen nuestro modelo, sobre una matriz 
extracelular (Matrigel). El cultivo de células epiteliales de mama en 3D permite reproducir muchas de 
las características típicas del epitelio de mama in vivo, tales como la formación de acinos (estructuras 
esféricas con un lumen central y un preciso control del crecimiento y la proliferación celular) y la 
polarización apicobasal de las células que componen los acinos. Por otra parte, se ha descrito que las 
células de cáncer de mama no forman acinos cuando crecen en 3D, sino que se desarrollan como 
estructuras de células no polarizadas y con una diferenciación limitada (Debnath et al. 2003; Debnath 
& Brugge 2005). La figura 13A y 13B muestran como la activación de ErbB2 (pNeuN) provoca la 
formación de estructuras multiacinares que presentan un retraso en la formación del lúmen y una 
pérdida de polaridad, tal y como se había demostrado previamente con los receptores de ErbB2 
quiméricos (Muthuswamy et al. 2001). De igual modo, la activación constitutiva del oncogén ErbB2 
(pNeuT) durante la morfogénesis provoca la aparición de un fenotipo mucho más agresivo, propio 
del crecimiento de células tumorales en matrigel (Pal & Kleer 2014), caracterizado por la aparición de 
estructuras tubulares ramificadas e invasivas, sin polarizar, con un crecimiento desorganizado, 
exceso de proliferación y ausencia de expresión de integrina-α6 (Figura 13A-B). 
Para medir la capacidad tumorogénica de éstas células, realizamos un ensayo de formación  de 
colonias en soft agar. Las células pNeuT forman un número significativamente mayor de colonias que 
las células pNeuN (Figura 13C), lo que sugiere que la activación constitutiva de ErbB2 proporciona un 
mayor potencial de transformación a éstas células. 
Por otro lado, en los últimos años han emergido 2 nuevos conceptos en el campo de la biología del 
cáncer: el papel de las denominadas células madre tumorales (Cancer stem cells: CSCs) o células 
iniciadoras de tumores y la implicación de la transición epitelio mesénquima (EMT) en la 
diseminación metastásica de las células epiteliales de cáncer (Morel et al. 2008). En tumores de 
mama, éstas células iniciadoras han sido identificadas como CD44+ /CD24-/low y son las responsables 
de la formación y progresión del tumor. Además presentan propiedades progenitoras entre las que 
destaca su capacidad de autorenovación, la cual junto con el limitado número de células presentes 
en el conjunto del tumor permite explicar su habilidad para escapar de las terapias convencionales y 
provocar la reaparición del tumor (Ponti et al. 2005; Al-Hajj et al. 2003). 
 




Figura 13 | Células MCF10A transformadas con una forma constitutivamente activa del oncogén ErbB2/Her2 muestran 
características tumorogénicas. (A) (B) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se utilizaron para ensayos de morfogénesis en 
3D tal y como se detalla en materiales y métodos. Imágenes representativas (A) a día 5 obtenidas por microscopía de 
contraste de fases y (B) a día 14 obtenidas por microscopía de confocal tras ser fijadas y teñidas con anticuerpos anti-α-
integrina. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Muestran la morfología de las células en 3D. (C) El potencial de transformación 
oncogénica se analizó pasadas 3 semanas, mediante un ensayo de formación de colonias tal y como se detalla en materiales 
y métodos. El número indicado en la parte inferior de la imagen y la gráfica de la derecha representa la media del número 
de colonias obtenidas en 2 experimentos independientes con 2 duplicados cada uno. (D) El ensayo de formación de 
mamosferas se realizó en condiciones de baja adherencia tal y como se detalla en materiales y métodos. Se cuantificaron el 
número de mamosferas de cada tipo celular por 48.000 células iniciales. En la gráfica de la derecha se representa la media 
de dos experimentos independientes. (E) Los niveles de expresión de los marcadores de superficie de células madre de 
mama CD24/CD44 se analizaron mediante citometría de flujo tal con anticuerpos específicos tal y como se describe en 
materiales y métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-FITC se emplearon como control de la fluorescencia 
basal.  Los datos mostrados son representativos de 3 experimentos independientes.  
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Recientemente, se ha demostrado la posibilidad de aislar y propagar in vitro éstas células iniciadores 
de tumores (Dontu et al. 2003; Ponti et al. 2005), por lo que decidimos comprobar si la expresión o 
activación constitutiva del oncogén ErbB2 (Neu)/Her2, podría provocar la adquisición de 
características de células madre y tumorogénicas. Para ello, realizamos cultivo de mamosferas tal y 
como se detalla en materiales y métodos. Las mamosferas son conjuntos esféricos no adherentes de 
células, enriquecidas en células mamarias progenitoras o stem, que se obtienen en condiciones 
selectivas de cultivo. La mayor parte de las células que componen la mamosfera son CD44+ /CD24-/low 
y entre un 10-20% de éstas conservan su habilidad para autorenovarse (Ponti et al. 2006; Dontu et al. 
2003). 
En contraste con las líneas MCF10A pBabe/pNeuN, únicamente las células que expresan la forma 
mutada y constitutivamente activa del receptor de ErbB2 presentan capacidad para crecer formando 
mamosferas no adherentes, lo que sugiere que han desarrollado propiedades tanto tumorogénicas 
como de célula madre (Figura 13D). Posteriormente analizamos el fenotipo de las 3 líneas celulares 
en condiciones adherentes, mediante citometría de flujo usando los marcadores CD44 y CD24 (Figura 
13E). Las células, MCF10A pBabe son CD44low/CD24+. La sobrexpresión del oncogén ErbB2(Neu)/Her2 
provoca una cambio en la expresión de estos marcadores que da lugar a un fenotipo intermedio  que 
permite caracterizar a las células MCF10A pNeuN como CD44low/CD24low. Finalmente, las células 
MCF10A pNeuT donde podemos observar una población CD44+/CD24-, que confirmaría la capacidad 
de éstas células para crecer formando mamosferas (Figura 13D-E). Todo esto sugiere que células 
tumorogénicas con características de célula madre (CD44+ /CD24-/low) pueden originarse a partir de 
células normales epiteliales de mama (CD44low /CD24+) transformadas con el oncogen 
ErbB2(Neu)/Her2.  
2.2 Las células epiteliales de mama que sobreexpresan el oncogen ErbB2/Her2 son más 
sensibles a la apoptosis inducida por TRAIL. 
Una vez establecido el modelo, el siguiente paso fue evaluar cuál era la sensibilidad al ligando de 
muerte TRAIL en el modelo MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT, y si existía alguna diferencia entre las 3 
líneas.  
Observamos como las células pNeuT son significativamente más sensibles al tratamiento con 
diferentes dosis de TRAIL recombinante que las líneas pBabe y pNeuN (Figura 14A).  Con objeto de 
profundizar en el mecanismo subyacente a esta sensibilidad diferencial inducida por TRAIL en este 
modelo, lo primero que analizamos fue si se había producido algún cambio en los niveles basales de 
proteínas del DISC que pudiera ser responsable de la diferencia de sensibilidad observada.   
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Sin embargo, los niveles de proteína de Caspasa 8, FLIP(L), FADD y DR5 permanecían sin alterar en las 
3 líneas (Figura 14B, panel superior). De igual modo quisimos analizar si la transformación de éstas 
células con la forma mutada y constitutivamente activa del oncogén ErbB2 había supuesto un cambio 
en los niveles de expresión en membrana del receptor pro-apoptótico TRAIL-R2/DR5. El análisis de 
expresión de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular reveló que las 3 líneas celulares expresan altos 
niveles del receptor en la membrana, pero que no existen diferencia entre ellas (Figura 14B, panel 
inferior). Todos estos resultados demuestran que la mayor sensibilidad a TRAIL de las células NeuT 
no es debida ni a un cambio en los niveles de expresión de las proteínas que forman el DISC de TRAIL 
ni a una mayor expresión en membrana del receptor pro-apoptótico TRAIL-R2/DR5. 
 
Figura 14 | Sobrexpresión en células MCF10A de una forma constitutivamente activa del oncogén ErbB2/Her2 
incrementa la sensibilidad a la apoptosis inducida por TRAIL. (A) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se trataron con las 
dosis indicadas de TRAIL durante 24 horas. La apoptosis se midió tras los tratamientos como el porcentaje de células en 
subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/-SEM 
de al menos 3 experimentos independientes. Las p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. (B) (panel superior) Los niveles basales de 
Caspasa-8,  FLIP, FADD y TRAIL-R2 fueron analizados por western blot. Las proteínas GAPDH y Tubulina se emplearon como  
control de carga. (panel inferior) La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2  fue analizada por citometría de flujo con 
el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la 
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inmunoglobulina IgG-PE se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de al 
menos 3 experimentos independientes. (C) (panel izquierdo) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT crecieron en presencia 
o en ausencia de 20ng/ml de EGF durante 48 horas, tiempo tras el cual se trataron o no con TRAIL a 250ng/ml durante 24 
horas. La apoptosis  se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en 
materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/-SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, 
**p>0,01, ***p<0,001. (panel derecho) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT crecieron en presencia o en ausencia de 
20ng/ml de EGF durante 48 horas. El porcentaje de células en cada fase del ciclo celular se realizó mediante citometría de 
flujo tal y como se detalla en materiales y métodos y se analizó mediante el software (nombre del programa de analiza 
ciclo). Los datos mostrados con la media de dos experimentos independientes. 
 
Datos anteriores del grupo han demostrado como en células no tumorales epiteliales de mama, la 
ausencia de señalización de EGFR induce resistencia a TRAIL a través del incremento en los niveles de 
FLIP(L) y la inhibición de la activación de caspasa 8 (Yerbes et al. 2012). Por lo que decidimos estudiar 
cuál sería la sensibilidad de las células de este modelo “tumoral-no tumoral”, a la privación de EGF. 
Observamos que las células pBabe y pNeuN en ausencia de EGF adquieren resistencia a TRAIL, 
mientras que las células pNeuT no se ven afectadas  (Figura 14C, panel izquierdo). Quisimos evaluar 
el efecto que la retirada de EGF ejerce sobre la parada en G1, observando una fuerte correlación 
entre la parada en G1 y la resistencia de las células privadas de EGF a TRAIL (Figura 14C, panel 
derecho). Esto sugiere que la activación constitutiva de ErbB2, y por tanto de las rutas situadas aguas 
debajo de la misma PI3K/AKT, MAPK/ERK entre otras, podrían estar regulando la parada en el ciclo y 
con ello la sensibilidad de las células a TRAIL. 
Generalmente, cuando ensayamos la sensibilidad de diferentes líneas celulares a distintos agentes 
siempre lo hacemos mediante cultivos celulares en monocapa o 2D que crecen en plástico, sin 
embargo, con este sistema no se tiene en cuenta la estructura glandular del epitelio in vivo y por 
tanto no trabajamos con un sistema óptimo que nos vaya a permitir comprender la influencia de 
estas estructuras en procesos tales como la regulación de la proliferación o de la muerte celular.  
Uno de los sistemas que permite el estudio de la morfogénesis del epitelio glandular in vitro es el 
cultivo de células epiteliales en 3 dimensiones (3D). Con este sistema, podemos simular muchas de 
las características típicas del epitelio de mama in vivo: formación de acinos con el lumen vacío y 
polarización apicobasal de las células que componen estos acinos, entre otros  (Debnath et al. 2003; 
Bissel & Radisky 2001).  Por ello, decidimos estudiar en un sistema 3D, cuál era la sensibilidad a TRAIL 
del modelo MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT.  
Los resultados obtenidos mostraron que existía una sensibilidad a TRAIL diferente entre las 3 líneas. 
Al igual que ocurre en 2D, las células pNeuT son las más sensibles a la muerte inducida por TRAIL, sin 
embargo, debido a su crecimiento en forma de estructuras complejas invasivas, no pudo realizarse 
una cuantificación objetiva de la muerte celular. Por otro lado y a diferencia de lo que ocurría en 2D, 
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sí que se observa  un incremento significativo de la sensibilidad a TRAIL en células pNeuN en 
comparación con pBabe (Figura 15), lo cual sugeriría una regulación diferencial de la apoptosis 
inducida por TRAIL en células que sobreexpresan el oncogén ErbB2. 
 
Figura 15 | Sensibilidad a TRAIL de células MCF10A transformadas con una forma constitutivamente activa del oncogén 
ErbB2/Her2 en cultivos tridimensionales (panel  izquierdo) Imágenes representativas de microscopia óptica con lámpara 
de mercurio. Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se utilizaron para ensayos de morfogénesis en 3D tal y como se detalla 
en materiales y métodos. A día 12 de crecimiento, las células se trataron con TRAIL a 100ng/ml durante 24 horas. 
Transcurrido ese tiempo las células se tiñeron con una solución de bromuro de etidio (EtBr) tal y como se detalla en 
materiales y métodos. (panel derecho) La gráfica muestra el porcentaje de acinos con más de dos células teñidas por EtBr. 
Los datos mostrados son la media de tres experimentos diferentes. *p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. En cada experimento 
se analizaron al menos 100 acinos. 
 
2.3 El estado mesenquimal de las células epiteliales de mama no está relacionado con la 
sensibilidad de las células a TRAIL. 
Se ha establecido una relación entre la pérdida de CD24 y la entrada en transición epitelio- 
mesénquima (EMT) (Morel et al. 2008). Esto junto con los cambios morfológicos observados en las 
células MCF10A pNeuT (Figura 12A), nos condujo a analizar si la activación constitutiva del receptor 
de ErbB2 podría estar induciendo EMT, proceso morfogenético en el que las células pierden sus 
características epiteliales y adquieren propiedades mesenquimales.  
Para ello, analizamos los niveles de expresión de marcadores epiteliales y mesenquimales en las 3 
líneas. A diferencia de lo que ocurre para las células pBabe/pNeuN, las células pNeuT expresan bajos 
niveles de marcadores epiteliales (E-caderina, Ocludina y β-catenina) y altos niveles de marcadores 
mesenquimales (Vimentina y Fibronectina) (Figura 16A, panel izquierdo y 16C). De igual manera, 
estudiamos la expresión de factores de transcripción inductores de EMT y observamos como las 
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células pNeuT expresan niveles de proteína mayores de Twist, Zeb1 y Snail que las líneas pBabe y 
pNeuN. Lo mismo ocurría a nivel de RNA mensajero (Figura 16A, panel derecho y 16B).  
De este modo podemos decir que la transformación de células normales epiteliales de mama con 
una forma mutada y constitutivamente activa de ErbB2(Neu)/Her2 provoca la inducción del proceso 
de transición epitelio mesénquima lo que promueve la aparición de un fenotipo mesenquimal, la 
adquisición de propiedades tumorogénicas y características de célula madre propias de una línea 
tumoral. 
 
Figura 16 | Sobreexpresión en células MCF10A de una forma constitutivamente activa del oncogén ErbB2/Her2 induce la 
adquisición de un fenotipo mesenquimal. (A) La expresión basal de los marcadores de EMT: E-caderina, ocludina, 
Vimentina, β-catenina, Fibronectina, y de los EMT-TFs: Twist, Zeb1 y Snail  en células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se 
analizaron mediante western-blot. Los niveles de GAPDH y Tubulina se emplearon como  control de carga. Los datos 
mostrados con representativos de tres experimentos independientes (B) Los niveles de expresión basales de Smuc, Slug, 
Zeb1, Zeb2, Snail, Twist1, Twist2, E-caderina (ECDH) y Vimentina se analizaron mediante RT-QPCR. Los datos mostrados son 
la media de tres experimentos independientes (C) Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de células 
MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT que fueron fijadas y teñidas con anticuerpos anti-E-caderina. Los núcleos se tiñeron con 
DAPI.  
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Una vez analizada la respuesta a TRAIL y el fenotipo del modelo MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT, 
quisimos profundizar en el mecanismo responsable de la mayor sensibilidad a TRAIL de las células 
pNeuT. Con este propósito, y dado que una de las consecuencias de la activación constitutiva del 
receptor de ErbB2 en células epiteliales de mama, es la inducción de un estado mesenquimal, 
decidimos evaluar el papel de la transición epitelio mesénquima (EMT) en la apoptosis inducida por 
TRAIL.  Debido a la evidente activación del factor de transcripción Snail en células pNeuT con 
respecto a las células pBabe y pNeuN (Figura 16A-B), analizamos el papel de éste en la muerte 
inducida por TRAIL así como en el estado mesenquimal de las células pNeuT.  
Para ello realizamos el silenciamiento mediante ARN de transferencia del factor de transcripción 
Snail. Sin embargo, a pesar del correcto silenciamiento de éste, no observamos cambios significativos 




Figura 17 | El EMT-TFs Snail no está implicado en la mayor sensibilidad de las células MCF10A p NeuT a la apoptosis 
inducida por TRAIL. (A) (panel superior) Células MCF10A pNeuT se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia 
frente a Snail, el oligo scrambled (SCR) o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 30 horas tal y como 
se especifica en materiales y métodos. Transcurrido ese tiempo las células fueron tratadas o no con TRAIL a 100ng/ml 
durante 24 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se 
describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos 
independientes. Los niveles de expresión de E-caderina y Snail se analizaron mediante western-blot. Los niveles de GAPDH 
se emplearon como  control de carga. (panel inferior) Imágenes representativas de microscopía de contraste de fases que 
muestran la morfología celular de las células MCF10A pNeuT transfectadas. 
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Por otro lado, se había descrito una posible relación entre la señalización de TRAIL y la transición 
epitelio-mesénquima (Grosse-Wilde et al. 2008; Rahman et al. 2009), lo que nos condujo a analizar 
cómo sería la respuesta al ligando de muerte TRAIL en un modelo de transición epitelio-mesénquima 
previamente descrito (Morel et al. 2012), en colaboración con este laboratorio. 
El modelo que empleamos fue generado a partir de la línea epitelial de mama inmortalizada HMEC-
hTERT (HHZ), transformada con el oncogén RAS (HHZ-RAS) o con el oncogén RAS y un inductor clásico 
de EMT: Zeb1, Zeb2, Twist1 (HHZ-RAS-ZEB1, HHZ-RAS-ZEB2, HHZ-RAS-TWIST1E12, respectivamente) 
(Figura 18B, panel superior). Además, basados en datos previos de este laboratorio en los que se 
muestra que Twist y Zeb1 pueden inhibir funcionalmente a p53 previniendo la entrada en 
senescencia y la apoptosis, se generaron otros modelos de EMT mediante silenciamiento estable de 
la expresión de p53 en HMEC y posterior sobrexpresión del oncogen RAS e inmortalización de las 
células con la proteína hTERT, generando la línea celular denominada HMEC-hTERT-shp53-RAS 
(Figura 18B, panel superior). La caracterización de estas células permitió observar la aparición 
espontánea de células con características mesenquimales resultado de la activación del proceso de 
EMT que coexistían en el mismo cultivo con células de características y morfología epiteliales. La 
separación de las poblaciones epiteliales y mesenquimales mediante citometría de flujo en base a sus 
fenotipos antigénicos diferenciales (EpCAM+ y EpCAM- respectivamente) proporcionó las líneas 
denominadas como HHZ-shp53-RAS EPI y HHZ-shp53-RAS MES. 
El análisis de la morfología de las células que constituyen este modelo, nos muestra como las células 
HHZ, HHZ-RAS y HHZ-shp53-RAS EPI presentan una morfología tipo adoquinado característica de 
células epiteliales, que se corresponde con una baja expresión de marcadores mesenquimales 
(vimentina y N-caderina) y una alta expresión de marcadores epiteliales (E-caderina y ocludina). En el 
otro extremo, se encuentran las células HHZ-RAS-ZEB1 y HHZ-shp53-RAS MES que exhiben una 
morfología alargada tipo fibroblástica propia de un fenotipo mesenquimal y que se corresponde con 
altos niveles de expresión de vimentina y una pérdida de expresión de E-caderina y ocludina. Por 
otro lado, dispusimos también de las líneas celulares HHZ-RAS-ZEB2 y HHZ-RAS-TWIST que presentan 
un fenotipo intermedio, manteniendo el nivel de expresión de E-caderina así como la morfología 
característica epitelial (Figura 18A-B). 
En estos diferentes modelos de EMT analizamos la respuesta a TRAIL y observamos que las células 
con características mesenquimales (línea roja) son significativamente más resistentes a TRAIL que las 
células con un fenotipo intermedio y epitelial (línea verde y azul respectivamente), a excepción de lo 
que ocurre con las células MCF10A pNeuT que a pesar de su estado mesenquimal son 
extremadamente sensibles a TRAIL (Figura 18C-D). 
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Según todos estos datos podemos concluir que la mayor sensibilización a TRAIL de las células 
MCF10A pNeuT que sobreexpresan una forma constitutivamente activa del receptor ErbB2, no está 
asociada al estado mesenquimal que presentan sino, probablemente, a otros cambios fenotípicos 
ocasionados por la transformación tumoral por este oncogén que estos momentos desconocemos. 
 
Figura 18 | Sensibilidad a TRAIL del  modelo celular de EMT generado a partir de la línea HMEC-hTERT. (A) Imágenes 
representativas obtenidas por microscopía de contraste de fases de células HMEC-hTERT (HHZ), HHZ-RAS, HHZ-RAS-ZEB1, 
HHZ-RAS-ZEB2, HHZ-RAS-TWIST1E12, HHZ-shp53-RAS EPI y HHZ-shp53-RAS MES. (B) Los niveles de expresión basales de 
Twist, RAS, Zeb1, E-caderina, Ocludina, N-caderina, β-catenina y Vimentina se analizaron mediante western-blot. Los niveles 
de Actina se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos 
independientes. (C) (panel izquierdo)  Las células HMEC-hTERT (HHZ), HHZ-RAS, HHZ-RAS-ZEB1, HHZ-RAS-ZEB2, HHZ-RAS-
TWIST1E12 y (panel derecho) HHZ-shp53-RAS EPI y HHZ-shp53-RAS MES se trataron con las dosis indicadas de TRAIL 
durante 48 horas. La supervivencia celular se midió mediante tinción con cristal violeta tal y como se detalla en materiales y 
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métodos. Los datos mostrados son la media de dos experimentos independientes. (D) Las células HMEC-hTERT (HHZ), HHZ-
RAS, HHZ-RAS-ZEB1, HHZ-RAS-ZEB2, HHZ-RAS-TWIST1E12, HHZ-shp53-RAS EPI y HHZ-shp53-RAS MES, se trataron con TRAIL 
a 100ng/ml durante 48 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y 
como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de 5 experimentos 
independientes. *p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. 
 
2.4 La activación de las rutas de MAPK/ERK, PI3K/AKT y mTOR favorece la apoptosis 
inducida por TRAIL en células no tumorales MCF10A. 
Dado que el estado mesenquimal no parece mantener ninguna relación con la sensibilidad 
diferencial a TRAIL de las células de mama MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT, el siguiente paso lo 
dirigimos a estudiar el papel de las rutas de señalización que se encuentran desreguladas como 
consecuencia de la activación constitutiva del receptor de ErbB2: La ruta de MAPK/ERK, la ruta de 
PI3K/AKT y la ruta de mTOR.  
Para evaluar la implicación de cada una de estas rutas en la mayor sensibilidad de las células pNeuT a 
TRAIL, empleamos inhibidores específicos de cada una de estas rutas: U0126, GSK690963 y Torina1,  
que ya han sido anteriormente ensayados en nuestro laboratorio (Martín-Pérez et al. 2014; Yerbes et 
al. 2012). 
De acuerdo con los resultados descritos en el capítulo anterior (Figura 3A), el tratamiento simultáneo 
con TRAIL y los inhibidores específicos de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT de las tres líneas 
derivadas de las MCF10A, aumenta significativamente la apoptosis inducida por TRAIL. Sin embargo, 
tratamientos similares con un inhibidor de la ruta de mTOR no ejerce ningún efecto sobre la 
apoptosis inducida por TRAIL en estas células (Figura 19A).  
En cambio, al inhibir  individualmente cada una de estas rutas de señalización previo al tratamiento 
con TRAIL, pudimos observar un incremento de la resistencias de estas líneas celulares a la acción de 
TRAIL, lo que podría estar en parte relacionado con el aumento que se produce sobre los niveles de 
la proteína inhibidora FLIP(L) (Figura 19B). 
Finalmente y para confirmar la implicación del receptor de ErbB2 en la mayor sensibilidad de las 
células pNeuT al ligando de muerte TRAIL, empleamos el inhibidor de la actividad tirosín quinasa de 
ErbB2 Lapatinib. Debido a los diferentes efectos observados al inhibir las distintas rutas activadas por 
ErbB2 simultáneamente o con anterioridad al tratamiento con TRAIL, decidimos evaluar el efecto de 
la inhibición del receptor de ErbB2 siguiendo ambos procedimientos. 
 
 




Figura 19 |Efecto sobre la sensibilidad a TRAIL de la inhibición de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT y mTOR en el 
modelo celular de células MCF10A que sobreexpresan formas normales (wt) o constitutivamente activas del oncogen 
ErbB2/Her2/Neu (A) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM), U0126 
(10uM) y Torina (250nM) en combinación  con TRAIL a 100 ng/ml durante 24 horas. (B) Células MCF10A 
pBabe/pNeuN/pNeuT se trataron o no con los inhibidores GSK690963 (10uM), U0126 (10uM) Torina (250nM) durante 15 
horas, tras la cuales las células se trataron con TRAIL a 100ng/ml durante 24 horas. La apoptosis se midió como el 
porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas 
muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p>0.01, ***p<0.001. Los niveles de 
expresión FLIP se analizaron mediante western-blot. Los niveles de GAPDH se emplearon como  control de carga.  
 
Observamos de este modo como de acuerdo con lo descrito previamente, el tratamiento simultáneo 
con lapatinib y TRAIL potencia la apoptosis inducida por TRAIL (Figura 20A), mientras que un 
pretratamiento de 15 horas antes de la adicción de TRAIL, bloquea casi totalmente la muerte. Este 
bloqueo de la apoptosis va acompañado de un incremento en los niveles celulares de FLIP(L), 
sugiriendo que esta mayor sensibilidad de las células MCF10A pNeuT a TRAIL es resultado de la 
activación constitutiva de ErbB2 en estas células (Figura 20B-C). 
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Figura 20 |Efecto sobre la sensibilidad a TRAIL de la inhibición de la inhibición del receptor de ErbB2 en el modelo celular 
de células MCF10A que sobreexpresan formas normales (wt) o constitutivamente activas del oncogen ErbB2/Her2/Neu 
(A) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se trataron o no con Lapatinib (5µM) en combinación  con TRAIL a 100 ng/ml 
durante 24 horas. (B) Células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT se trataron o no con Lapatinib (5µM) durante 15 horas, tras la 
cuales las células se trataron con TRAIL a 100ng/ml durante 24 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células 
en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- 
SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p>0.01, ***p<0.001. (C) Los niveles de expresión FLIP,           
p-ErbB2 (Tyr1248), ErbB2, p-ERK, ERK, p-AKT y AKT  se analizaron mediante western-blot. Los niveles de GAPDH se 
emplearon como  control de carga. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos independientes. 
 
2.5 Las células epiteliales de mama que sobreexpresan el oncogen p95HER2 son más 
sensibles a la apoptosis inducida por TRAIL. 
Para profundizar en el estudio del papel del oncogén ErbB2 en la sensibilidad de células epiteliales de 
mama a TRAIL, decidimos emplear otro modelo tumoral/no tumoral que habíamos generado en el 
laboratorio y que consiste en la transformación de la línea epitelial de mama MCF10A con la forma 
completa del oncogen HER2 humano cuya sobrexpresión en pacientes con cáncer de mama  se 
encuentra asociado a un peor pronóstico, o con una forma truncada de ErbB2/HER2 conocida como 
100-115 KDa p95HER2. Lo que denominamos como p95 HER2, son fragmentos HER2 truncados que 
han perdido su dominio extracelular pero que mantienen su actividad tirosín quinasa y que se 
encuentran frecuentemente sobreexpresados en líneas celulares y tumores de cáncer de mama 
HER2 positivos (Scaltriti et al. 2007).  Uno de estos fragmentos, denominado 100-115 kDa p95HER2 o 
611-CTF, es hiperactivo debido a su habilidad para formar homodímeros y a pesar de haber perdido 
la mayor parte de su dominio extracelular, este fragmento de HER2 favorece la progresión del cáncer 
de mama in vivo (Gagliato et al. 2016; Arribas et al. 2011) . 
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Las  líneas estables generadas las denominaremos MCF10A/mock a la generada con el vector vacío, 
MCF10A/wtHER2,  a la generada con la forma completa del oncogen ErbB2/Her2 y MCF10A/p95HER2  
a aquella que sobreexpresa una forma truncada y constitutivamente activa del oncogén HER2. 
Una vez establecido el modelo, el siguiente paso fue evaluar cuál era la sensibilidad al ligando de 
muerte TRAIL en el modelo MCF10A mock/wt HER2/p95 HER2, y si existía alguna diferencia entre las 
3 líneas.  Observamos como las células p95HER2 son significativamente más sensibles al tratamiento 
con diferentes dosis de TRAIL recombinante que las línea mock y wtHER2. En este modelo, la línea 
celular wtHER2 también es significativamente más sensibles que las mock a dosis altas de TRAIL 
(Figura 21A).  
Al igual que con el modelo anterior y con el objetivo de profundizar en el mecanismo responsable de 
esta sensibilidad diferencial, analizamos los niveles basales de proteínas del DISC. No se apreciaron 
cambios a nivel de proteína de Caspasa 8, FLIP (L), FLIP(S) o FADD. Sin embargo, observamos un 
aumento en los niveles de TRAIL-R2/DR5 tanto en las células wtHer2 como en las p95Her2, siendo 
aún mayores en estas últimas (Figura 21B, panel izquierdo). A partir de este resultado nos 
planteamos investigar si este aumento a nivel de proteína total, se reflejaba también en los niveles 
de este receptor de TRAIL en la superficie celular. Para ello realizamos un análisis de expresión de 
TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular el cuál mostró los mismos resultados observados a nivel de 
proteína total. Las tres líneas celulares expresaban altos niveles de receptor en la membrana, 
observándose una inducción en los niveles de TRAIL-R2/DR5 en las células wtHER2 que es aún mayor 
en el caso de las células p95Her2 (Figura 21B, panel derecho). Estos resultados apuntan a que el 
aumento de expresión de TRAIL-R2/DR5 podría ser el mecanismo por el cual las células que 
sobreexpresan la forma completa o truncada del oncogén HER2 presentan una mayor sensibilidad a 
TRAIL. 
Con la intención de caracterizar este modelo y al igual que hicimos con el modelo MCF10A 
pBabe/pNeuN/pNeuT, estudiamos cuál sería la sensibilidad de estas líneas celulares a la privación de 
EGF. De nuevo observamos que las células mock y wtHER2, en ausencia de EGF se hacen resistentes a 
TRAIL mientras que las células p95HER2 se ven mínimamente afectadas (Figura 21C, panel 
izquierdo).  
Evaluamos el efecto que la retirada de EGF ejercía sobre la parada en G1, observando igualmente 
una correlación directa entre los niveles de parada en G1 y la resistencia a TRAIL de las células 
privadas de EGF (Figura 21C, panel derecho).  
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Además, comprobamos como la retirada prolongada de EGF, provoca un aumento en los niveles de 
proteína de FLIP en células mock y wtHER2, mientras que células que sobreexpresan la forma 
truncada e hiperactiva de HER2, mantienen sin cambios los niveles de FLIP(L) en respuesta a la 
privación de EGF. Estos datos corroboraron los demostrados previamente por el grupo con el 
anterior modelo (Yerbes et al. 2012).  
 
 
Figura 21 | Sobrexpresión de p95Her2/611CTF en células humanas epiteliales de mama MCF10A incrementa la 
sensibilidad de las células a TRAIL.  (A) Células MCF10A mock/wtHER2/p95HER2 se trataron con las dosis indicadas de 
TRAIL durante 24 horas. La apoptosis se midió tras los tratamientos como el porcentaje de células en subG1 por citometría 
de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/-SEM de al menos 3 
experimentos independientes. Las p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. (B) (panel izquierda) Los niveles basales de Caspasa-8,  
FLIP, FADD y TRAIL-R2 fueron analizados por western blot. Las proteínas GAPDH se emplearon como  control de carga. 
(panel derecha) La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2  fue analizada por citometría de flujo con el anticuerpo 
específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE se 
emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de 3 experimentos 
independientes. (C) (panel izquierdo) Células MCF10A mock/wtHER2/p95HER2 crecieron en presencia o en ausencia de 
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20ng/ml de EGF durante 48 horas, tiempo tras el cual se trataron o no con las dosis indicadas de TRAIL durante 24 horas. La 
apoptosis  se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y 
métodos. Los histogramas muestran los valores +/-SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p>0,01, 
***p<0,001. (panel derecho) Células MCF10A mock/wtHER2/p95HER2 crecieron en presencia o en ausencia de 20ng/ml de 
EGF durante 48 horas .El porcentaje de células en cada fase del ciclo celular se realizó mediante citometría de flujo tal y 
como se detalla en materiales y métodos y se analizó mediante el software (nombre del programa de análisis del ciclo). Los 
niveles basales de FLIP fueron analizados por western blot. Las proteínas GAPDH se emplearon como  control de carga. Los 
datos mostrados con la media de dos experimentos independientes.  
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CAPITULO III: Estudio de la función reguladora del factor de crecimiento epidérmico 
(EGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-β) en la señalización de 
apoptosis por TRAIL. 
3.1 TGF-β inhibe la sensibilización mediada por EGF de células no tumorales epiteliales de 
mama a la apoptosis inducida por TRAIL. 
En los últimos años se ha descrito un importante papel del sistema TRAIL en la regulación de la 
morfogénesis mamaria. Los niveles de TRAIL incrementan durante la morfogénesis de células 
humanas epiteliales de mama MCF10A en cultivos tridimensionales, sin embargo este evento no está 
dirigido exclusivamente a la inducción de apoptosis sino que media la inducción de un proceso 
autofágico paralelo a la apoptosis, ambos necesarios para la formación del lumen (Mills et al. 2004). 
Además nuestro grupo ha descrito el mecanismo por el que TRAIL induce autofagia en MCF10A y el 
papel de FLIP en la regulación de la señalización apoptótica de TRAIL y en la morfogénesis de células 
epiteliales de mama (Herrero-Martín et al. 2009; Yerbes et al. 2011), así como el papel modulador en 
la apoptosis inducida por TRAIL del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en células humanas 
epiteliales de mama no transformadas (Yerbes et al. 2012). Debido a que TGF-β participa en el 
proceso de desarrollo mamario a través de la regulación de la proliferación epitelial y la apoptosis 
(Moses & Barcellos-hoff 2010), quisimos estudiar la relación entre TGF-β y EGF en la regulación de la 
señalización temprana inducida por TRAIL y en la apoptosis.  
Tal y como hemos mencionado en capítulos anteriores, datos previos del grupo demuestran que la 
ausencia de EGF provoca una mayor resistencia de células epiteliales de mama al tratamiento con 
TRAIL. Además, la readicción de EGF a células privadas del mismo, permite recuperar la sensibilidad 
de las células a TRAIL  (Yerbes et al. 2012) (Figura 22A). Siguiendo este mismo protocolo, estudiamos 
el efecto de TGF-β en la sensibilización a TRAIL inducida por EGF en células epiteliales de mama 
MCF10A. La figura 19A muestra como TGF-β inhibe significativamente la sensibilización a TRAIL 
inducida por la readicción de EGF a cultivos celulares privados de EGF. Además observamos como la 
inhibición por TGF-β  de la apoptosis inducida por TRAIL en células MCF10A es dependiente de la 
concentración de TGF-β, siendo la dosis de 5 ng/ml la de mayor efecto (Figura 22B, panel izquierdo). 
Igualmente, quisimos evaluar si TGF-β  estaba actuando a través de la activación del receptor 1 
(TGFR1) Para ello empleamos el inhibidor SB431542 que bloquea la activación de este receptor y 
observamos como la inhibición por TGF-β  de la apoptosis inducida por TRAIL requiere la activación 
de TGFβR1 (Figura 22B, panel derecho). 
 




Figura 22 | TGF-β inhibe la sensibilización a la apoptosis inducida por TRAIL mediada por EGF en células humanas no 
tumorales epiteliales de mama. (A) Células MCF10A cultivadas en presencia o en ausencia de EGF (20ng/ml) durante 48 
horas, tras las cuales fueron tratadas con TRAIL 250ng/ml durante 24 horas. Otros cultivos de células MCF10A se crecieron 
en presencia o en ausencia de EGF durante 24 horas, transcurrido este tiempo se añadió EGF (20ng/ml) o  EGF (20ng/ml)  y 
TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales fueron tratadas con TRAIL 250ng/ml durante 24 horas. La apoptosis se 
midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los 
histogramas muestran los valores +/- SEM de 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. (B) (panel 
izquierda) Células MCF10A cultivadas en medio con EGF(20ng/ml) y se trataron con las dosis indicadas de TGFβ (0.5-
10ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales las células se trataron con o sin TRAIL (250ng/ml) durante 24 horas. (Panel 
derecho) Células MCF10A se cultivadas en medio con EGF(20ng/ml) se trataron con el inhibidor de TGFβR1: SB431542 
(0,2μM) y TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales las células se trataron con o sin TRAIL (250ng/ml) durante 24 
horas más. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en 
materiales y métodos. Los histogramas muestran (panel izquierda) los valores +/- SEM de 3 experimentos independientes. 
*p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001 y (panel derecho) la media de dos experimentos independientes. 
 
 
Para demostrar  que la inhibición por TGF- de la apoptosis inducida por TRAIL no se trata de una 
respuesta específica de esta línea celular sino que representa un mecanismo general quisimos 
evaluar el efecto de TGF-β en otros modelos de células no tumorales epiteliales de mama 
dependientes de EGF, observando en células MCF12A y HMEC una  inhibición mediada por TGF-β  de 
la apoptosis inducida por TRAIL (Figura 23A). Sin embargo, este efecto no se observó en líneas 
celulares tumorales MDAMB-231 y HeLa (Figura 23B), lo que sugiere una regulación diferencial de la 
apoptosis inducida por TRAIL en líneas tumorales y no tumorales. 















Figura 23 | TGF-β inhibe la sensibilización a la apoptosis inducida por TRAIL mediada por EGF únicamente en células 
humanas epiteliales de mama. (A) (panel izquierdo) Células epiteliales de mama HMEC-hTERT y (panel derecho)  MCF12A 
se trataron con o sin TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales fueron tratadas con TRAIL (1000 ng/ml) durante 48 o 
72 horas respectivamente. (B) (panel izquierdo) Células tumorales de mama MDA-MB231 y (panel derecho)  células 
tumorales HeLa se incubaron con o sin TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales fueron tratadas con TRAIL (500 
ng/ml) durante 70 o 24 horas respectivamente. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por 
citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de 3 
experimentos independientes. ns: no significativo, *p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. 
 
En células epiteliales de mama no tumorales la resistencia de las células a TRAIL inducida por retirada 
de EGF o por tratamiento con gefitinib, inhibidor específico del receptor tirosín quinasa de EGF 
(EGFR), se encuentra mediada por la inactivación de la ruta de MAPK/ERK que induce un aumento en 
los niveles de FLIP(L) (Yerbes et al. 2012). Para comprobar si la resistencia a TRAIL inducida por TGF-β  
implica un mecanismo similar, determinamos los niveles de FLIP y de fosforilación de ERK en células 
MCF10A tratadas con TGF-β durante 24 horas. Sin embargo y en contraste a lo que ocurre con la 
retirada de EGF, el tratamiento con TGF-β  provoca una activación de la ruta de MAPK/ERK, tal y 
como se ha descrito (Lee et al. 2007), y no se observan cambios en los niveles de FLIP (Figura 24). 
Todo esto sugiere que el efecto antagónico que tiene TGF-β  en la sensibilización mediada por EGF a 
la apoptosis inducida por TRAIL no se debe a la inhibición de la señalización del EGFR. 





Figura 24 | El tratamiento con TGF-β  no afecta a 
los componentes del DISC de TRAIL. (Panel 
izquierdo) Células MCF10A cultivadas en ausencia 
o en presencia de EGF (20ng/ml) durante 48 horas 
o (panel derecho) tratadas con TGFβ (5ng/ml) 
durante 24 horas en presencia de EGF. Los niveles 
de expresión de FLIP, p-ERK, ERK se analizaron en 
extractos celulares totales por western-blot tal y 
como se detalla en materiales y métodos. La 
Tubulina se empleó como control de carga. Los 




La activación de los receptores pro-apoptóticos por TRAIL, induce el procesamiento apical de la 
procaspasa 8 para generar la subunidad pequeña, p12 y el fragmento intermedio p43/41, el cuál será 
seguidamente procesado para producir la subunidad catalíticamente activa p18 (Sprick et al. 2000). 
Para elucidar el mecanismo responsable de los efectos de TGF-β sobre la sensibilidad a TRAIL de 
células no tumorales epiteliales de mama, determinamos el procesamiento temprano de la 
procaspasa 8 en células MCF10A cultivadas en presencia o ausencia de TGF-β durante 24 horas y 
posteriormente tratadas con TRAIL, observando un retraso en el procesamiento de la procaspasa 8, 
determinado como la producción del fragmento p43/41 y la subunidad p18 (Figura 25A).   
Continuando con el estudio de la acción inhibidora de TGF-β en la señalización apoptótica temprana 
activada por TRAIL, examinamos el reclutamiento de los distintos componentes del DISC de TRAIL en 
células MCF10A. Para ello, medimos la capacidad de TRAIL para formar un complejo de muerte 
(DISC) funcional en células que han sido tratadas o no con TGF-β durante 24 horas. En la figura 25B se 
puede observar como el tratamiento con TGF-β reduce significativamente la formación del DISC. Los 
niveles de TRAIL-R2/DR5, FADD y procaspasa 8 reclutados en el DISC de TRAIL son menores en las 
células MCF10A tratadas con TGF-β si las comparamos con aquellas que han crecido en ausencia de 
este factor. Además, la activación del procesamiento de la procaspasa 8 y el corte de FLIP(L) en el 
DISC tras la adición de TRAIL se encuentran igualmente reducidas en las células que han sido tratadas 
previamente con TGF-β (Figura 25B). 
Recientemente se ha demostrado que TRAIL induce cambios en la localización subcelular de los 
componentes del DISC necesarios para conseguir una completa activación de caspasa 8 (Jin et al. 
2009).  
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Para examinar la localización subcelular de caspasa 8 en células MCF10A antes y después del 
tratamiento con TRAIL, realizaremos un fraccionamiento celular que permite obtener 3 fracciones 
diferenciadas divididas en citosol, membrana y citoesqueleto o lipid/rafts. Tal y como ya se había 
descrito (Jin et al. 2009), TRAIL induce un incremento en los niveles proteicos de Caspasa 8 en el 
compartimento que contiene las proteínas del citoesqueleto y las plataformas de lipid rafts. Sin 
embargo, las células MCF10A cultivadas en presencia de TGF-β durante 24 horas y tratadas 
posteriormente con TRAIL, presentan una translocación de caspasa 8 considerablemente menor 
tanto a la fracción de membrana como a la de citoesqueleto/lipid rafts (Figura 25C). En conjunto, 
todos estos resultados indican que el tratamiento con TGF-β inhibe los eventos tempranos de la 
señalización de apoptosis inducida por TRAIL en células humanas epiteliales de mama. 
 
 
Figura 25 | TGF-β inhibe la señalización temprana inducida por TRAIL. (A) Células MCF10A cultivadas en medio con EGF 
fueron tratadas con o sin TGFβ (10ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales se trataron con TRAIL (500ng/ml) durante los 
tiempos indicados. El procesamiento de caspasa-8 se analizó mediante western-blot. Los niveles de expresión de GAPDH se 
emplearon como control de carga. (B) Células MCF10A se trataron o no con TGFβ (10ng/ml) durante 24 horas y 
posteriormente fueron incubados con TRAIL-biotinilado (b-TRAIL) a 1 μg/ml durante 60 minutos. Los receptores control sin 
estimular (NE) representan la adición de b-TRAIL al volumen equivalente del lisado aislado procedente de células sin 
estimular y seguidamente se aisló el DISC tal y como se describe en materiales y métodos. Los niveles de TRAIL-R2, TRAIL-R1 
FADD, caspasa-8, FLIP, y Tubulina como control de carga, se analizaron mediante western-blot. Los Inputs, también se 
incluyen como control de las cantidades de estas proteínas en los lisados celulares. (C) Células MCF10A se trataron con o sin 
TGFβ (10ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales se trataron con TRAIL (500ng/ml) durante 60 minutos y se realizó un 
fraccionamiento celular tal y como se detalla en materiales y métodos. Las fracciones celulares que contienen el citosol, la 
membrana y los lipid-rafts se analizaron mediante western-blot con anticuerpos específicos frente a caspasa-8, FLIP, 
caspasa-3 y Vimentina. Los datos mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. 
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3.2 La transición epitelio-mesénquima no es necesaria para la inhibición mediada TGF-β de 
la apoptosis inducida por TRAIL  en células no tumorales epiteliales de mama. 
La transición epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso por el que las células adquieren 
características mesenquimales que les confieren capacidad para invadir y migrar. TGF-β es un 
inductor clásico de transición epitelio-mesénquima (EMT) en células epiteliales de mama, y además, 
se  ha demostrado que la inducción de EMT por TGF-β es un proceso secuencial de 2 pasos en el que 
las células epiteliales (E) primero transitan hasta un primer estado  de EMT parcial (P) que conserva 
algunas características epiteliales pero también muestra ciertos rasgos mesenquimales, para 
finalmente, dependiendo de la duración y fuerza del estímulo de TGF-β, alcanzar el estado 
mesenquimal (M) (Miettinen et al. 1994; De Herreros et al. 2010; Zhang et al. 2014). Recientemente 
se ha demostrado que la EMT puede disminuir la señalización de apoptosis vía los receptores de 
muerte TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5, a través de un mecanismo que implica la perdida de la 
proteína de adhesión celular E-caderina, en células tumorales (Lu et al. 2014). 
Por estos antecedentes, quisimos investigar el papel de la E-caderina y de la EMT en la inhibición por 
TGF-β de la apoptosis inducida por TRAIL observada en nuestros experimentos con células no 
tumorales epiteliales de mama dependientes de EGF. Para ello, en primer lugar analizamos la 
expresión y localización de la proteína E-caderina en células MCF10A tratadas o no con TGF-β 
durante 24 horas, tiempo tras el cual, la activación de caspasa 8 por TRAIL se encuentra claramente 
inhibida (Figura 25A).  La morfología celular, así como los niveles  celulares totales de E-caderina  y su 
localización en la superficie celular permanecen invariables en las células cultivadas en presencia de 
TGF-β durante 24 horas con respecto a las células no tratadas (Figura 26A, B, C). Se observaron 
resultados similares al analizar los niveles de E-caderina tras un tratamiento con TGF-β, en otros dos 
modelos de células epiteliales de mama dependientes de EGF (Figura 26D). Sin embargo, si 
exponemos las células a TGF-β durante 7 días, podemos observar como la expresión de los 
marcadores epiteliales E-caderina y ocludina disminuye, mientras que aumenta la expresión de 
Fibronectina, marcador mesenquimal (Figura 26E, F).  
Para profundizar en el papel de la E-caderina y en base a lo descrito en líneas tumorales (Lu et al. 
2014) decidimos evaluar si la ausencia de la proteína E-caderina tiene un papel en la apoptosis 
inducida por TRAIL en células no tumorales epiteliales de mama. Para ello, realizamos un 
silenciamiento de la proteína E-caderina mediante siRNA y determinamos el efecto en la apoptosis 
inducida por TRAIL en células MCF10A.   
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Figura 26 | El tratamiento de 24 horas con TGF-β no induce EMT en células epiteliales no tumorales de mama. (A) Células 
MCF10A cultivadas en medio con EGF se trataron con o sin TGFβ (10ng/ml) durante 24 horas. Los niveles de expresión de E-
caderina y Ocludina se analizaron mediante western-blot. La Tubulina se empleó como control de carga. (B) Células 
MCF10A se trataron como en (A). La expresión en la superficie celular de E-caderina se determinó mediante citometría de 
flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas solo con anticuerpo secundario marcado con FITC 
se empleó como control de la fluorescencia basal de células tratadas o no con TGFβ. (C) Células MCF10A tratadas como en 
(A), (panel izquierdo) Imágenes representativas obtenidas por microscopía de contraste de fases muestran la morfología 
celular, (panel derecho) Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia. La expresión de E-caderina se analizó 
mediante Inmunofluorescencia una vez las células fueron fijadas y teñidas con anticuerpos específicos anti E-caderina. Los 
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núcleos se tiñeron con DAPI. (D) Células epiteliales de mama (panel izquierdo) HMEC-hTERT y (panel derecho) MCF12A, se 
trataron con TGFβ (10ng/ml) durante los tiempos indicados. Los niveles de expresión de E-caderina y Ocludina se analizaron 
mediante western-blot. La Tubulina se empleó como control de carga. (E) Células MCF10A se trataron o no con TGFβ 
(10ng/ml) durante 7 días. Los niveles de expresión Fibronectina, E-caderina y Ocludina se analizaron mediante western-
blot. El GAPDH se empleó como control de carga. (F) Imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de células 
MCF10A tratadas como en (E). La expresión de E-caderina se analizó mediante Inmunofluorescencia una vez las células 
fueron fijadas y teñidas con anticuerpos específicos anti E-caderina. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Los datos mostrados 
son representativos de tres experimentos independientes. 
 
Los resultados mostrados en la figura 27A muestran claramente que el silenciamiento de E-caderina 
no afecta a la sensibilidad de estas células a TRAIL. Además, si inhibimos específicamente la uniones 
homofílicas de E-caderina incubando las células MCF10A con un anticuerpo bloqueante de su función 
frente a su dominio extracelular DECMA-1 (Frixen et al. 1991), no observamos ningún efecto en la 
apoptosis inducida por TRAIL (Figura 27B). 
 
Figura 27 | La E-caderina no está implicada en sensibilidad a TRAIL de células no tumorales de mama. (A) Células MCF10A 
se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia frente a E-caderina o el oligo Scrambled (SCR) a una concentración de 
50nM durante 48 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Transcurrido ese tiempo las células se trataron 
con las dosis indicadas de TRAIL durante 6 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por 
citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de 3 
experimentos independientes. Los niveles de expresión de E-caderina se analizaron mediante western-blot. EL GAPDH se 
empleó como control de carga. (B) Células MCF10A se trataron con o sin el anticuerpo bloqueante de E-caderina: DECMA-1 
(10µg/ml) durante 6 horas, (panel izquierdo) tras las cuales las células se trataron con TRAIL (250 ng/ml) durante 24 horas. 
La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y 
métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de cuatro experimentos independientes, (panel derecho) las 
células tratadas fueron entonces fijadas y la presencia del anticuerpo DECMA-1 unido a E-caderina en la superficie celular se 
detectó por Inmunofluorescencia con un anticuerpo secundario frente a ratón; Alexa488. 
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Todos estos datos indican que la mayor resistencia a la apoptosis inducida por TRAIL observada como 
consecuencia de un tratamiento de 24 horas con TGF-β no depende, en células humanas epiteliales 
de mama, de la perdida de expresión en la superficie celular de la proteína E-caderina. 
Tal y como analizamos en el capítulo anterior y de acuerdo con estudios previos, la transformación 
de células epiteliales con el oncogén ERBB2/Her2 induce transición epitelio- mesénquima (EMT) 
(Baeckström et al. 2000). Para profundizar en el estudio del impacto de la EMT en la regulación por 
TGF-β de la apoptosis inducida por TRAIL, empleamos el modelo de células humanas no tumorales 
MCF10A pBabe/pNeuT que caracterizamos en el capítulo anterior y en el cual la sobrexpresión de 
una forma constitutivamente activa del oncogén ERBB2/Her2 induce la adquisición de un fenotipo 
mesenquimal (Figura 16). Una dosis-respuesta de TRAIL nos muestra como las células 
mesenquimales MCF10A-pNeuT son significativamente más sensibles que las células epiteliales 
MCF10A-pBabe (Figura 28A). Además, el tratamiento con TGF-β durante 24 horas inhibe también la 
sensibilidad a TRAIL de las células mesenquimales MCF10A-pNeuT (Figura 28B). 
En conjunto, todos estos resultados muestran, la existencia en células humanas epiteliales de mama, 
de un mecanismo de resistencia al ligando de muerte TRAIL, inducido por TGF-β e independiente del 
proceso de EMT. 
 
Figura 28 | TGF-β  inhibe la apoptosis inducida por TRAIL en células con fenotipo mesenquimal MCF10A que 
sobreexpresan una forma mutada de ErbB2. (A) Células MCF10A pBabe/pNeuT se trataron con las dosis indicadas de TRAIL 
durante 24 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se 
describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de siete experimentos independientes. 
*p<0,05, **p>0,01, ***p<0,001. (B) Células MCF10A pNeuT se trataron con TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas y 
posteriormente se trataron con o sin TRAIL (500ng/ml) durante 6 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de 
células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los 
valores +/- SEM de tres experimentos independientes. **p>0,01. 
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3.3. TGF-β reduce específicamente  los niveles de expresión de TRAIL-R2/DR5 en la 
superficie celular. 
Con el objetivo de profundizar en el mecanismo molecular implicado en la inhibición por TGF-β de la 
apoptosis inducida por TRAIL, comprobamos si el tratamiento con TGF-β  durante 24 horas afectaba 
a los niveles de expresión de las principales proteínas pro y anti apoptóticas que forman parte del 
complejo inductor de muerte (DISC) de TRAIL y por tanto son relevantes en las primeras etapas de la 
señalización de TRAIL. Sin embargo, los niveles totales de las proteínas pro-apoptóticas TRAIL-
R2/DR5, FADD y Caspasa-8 así como las proteínas anti-apoptóticas FLIP(L) y FLIP(S) no varían en 
respuesta al tratamiento con TGF-β (Figura 29A y 30A).   
 
Figura 29 | La expresión de TRAIL-R2 en la superficie celular se reduce tras un tratamiento con TGF-β. (A) Células MCF10A 
fueron tratadas o no con TGF-β (5 ng/ml) durante 24 h. Los niveles de expresión de Caspasa-8, TRAIL-R2, FLIP y FADD se 
analizaron en extractos celulares totales por western-blot. La Tubulina se empleó como control de carga. (B) Células 
MCF10A tratadas como en (A). La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 y TRAIL-R1 se analizó mediante citometría 
de flujo con anticuerpo específicos frente a TRAIL-R2 y TRAIL-R1 unidos a PE, tal y como se describe en materiales y 
métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos 
mostrados son representativos de tres experimentos independientes. (C) Células MCF10A se trataron con o sin el inhibidor 
del TGF-βR1: SB431542 (0,2µM) y TGF-β (5 ng/ml) durante 24 horas. La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 se 
analizó mediante citometría de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y 
métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos 
mostrados son representativos de dos experimentos independientes.  
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Por otro lado, se ha descrito recientemente, que la pérdida de expresión en membrana plasmática de 
los receptores pro-apoptóticos de TRAIL es suficiente para que algunas células tumorales adquieran 
resistencia a TRAIL, independientemente de los niveles de expresión de proteína total o del estado 
de otros componentes implicados en la señalización apoptótica (Twomey et al. 2015; Pennarun et al. 
2010; Zhang & Zhang 2008). 
En base a esto, determinamos los niveles en la superficie celular de los receptores pro-apoptóticos 
TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5 de células control y células incubadas con TGF-β durante 24  horas. En 
primer lugar observamos, que las células MCF10A expresan mayores niveles de TRAIL-R2/DR5 que de 
TRAIL-R1/DR4 en la superficie celular. Sin embargo, lo interesante es que el tratamiento con TGF-β 
durante 24 horas reduce específicamente los niveles de TRAIL-R2/DR5  en la superficie celular (Figura 
29B, panel superior) sin afectar de manera significativa a los niveles de TRAIL-R1/DR4 (Figura 29B, 
panel inferior). Además,  la reducción de los niveles de TRAIL-R2/DR5 inducida por el tratamiento 
con TGF-β se está produciendo a través su tradicional mecanismo de acción, ya que la incubación de 
las células con TGF-β en presencia del inhibidor del TGFβR1  SB431542, previene significativamente la 
bajada en los niveles de TRAIL-R2/DR5 (Figura 29C). Finalmente, determinamos en HMEC, otra línea 
no tumoral de mama dependiente de EGF, que el tratamiento con TGF-β reduce también los niveles 
de TRAIL-R2/DR5 en membrana plasmática (Figura 30B).  
 
Figura 30 | El tratamiento con TGF-β reduce específicamente los niveles de TRAIL-R2 en la superficie celular. (A) Células 
HMEC-hTERT fueron tratadas o no con TGF-β (5 ng/ml) durante 24 h. Los niveles de expresión de Caspasa-8, TRAIL-R2, FLIP 
y FADD se analizaron en extractos celulares totales por western-blot. El GAPDH se empleó como control de carga. (B) 
Células HMEC-hTERT  tratadas como en (A). La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 se analizó mediante citometría 
de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la 
inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de 
dos experimentos independientes.  
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Debido a que TGF-β está regulando específicamente los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie 
celular y para confirmar que la reducción de los niveles en membrana de este receptor proapotótico 
se encuentra directamente relacionado con la pérdida de sensibilidad a TRAIL inducida por TGF-β de 
las células MCF10A, decidimos evaluar la contribución de los receptores pro-apoptóticos TRAIL-
R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5 a la apoptosis inducida por el TRAIL en células MCF10A. Como se puede 
observar en la figura 31, el silenciamiento mediante RNA de interferencia demuestra que TRAIL-
R2/DR5 es el principal receptor pro-apoptótico en estas células y que TRAIL-R1/DR4  también 
contribuye parcialmente a la sensibilidad de las MF10A al ligando de muerte TRAIL. 
 
Figura 31 | TRAIL-R2 es el principal receptor pro-apoptótico en células MCF10A. (A) Células MCF10A se transfectaron con 
el oligo de RNA de interferencia frente a TRAIL-R1, TRAIL-R2, el oligo Scrambled (SCR) o no transfectadas (NT) a una 
concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. (Panel izquierdo) Transcurrido 
ese tiempo las células se trataron con TRAIL (250ng/ml) durante 24 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de 
células en subG1 por citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los 
valores +/- SEM de dos experimentos independientes. Los niveles de expresión de TRAIL-R1, TRAIL-R2 se analizaron (Panel 
derecho) mediante western-blot. La Tubulina se empleó como control de carga. (Panel inferior) La expresión en la 
superficie celular de TRAIL-R2 y TRAIL-R1 se analizó mediante citometría de flujo con anticuerpos específicos frente a TRAIL-
R2 y TRAIL-R1 unidos a PE, tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-
PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de dos experimentos 
independientes.  
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Además, el estudio cinético del efecto de la incubación con TGF-β en la expresión de los receptores 
TRAIL-R2/DR5 muestra la existencia de una correlación directa entre los niveles de TRAIL-R2/DR5 en 
membrana y la activación de caspasa 8, pudiéndose observar como la reducción en los niveles de 
expresión de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular coincide con la inhibición del procesamiento de 
procaspasa-8 inducido por TRAIL (Figura 32). 
 
Figura 32 | La reducción de los niveles de TRAIL-
R2 en la superficie celular correlaciona 
directamente con la inhibición de la activación de 
caspasa-8. Células MCF10A fueron tratadas con 
TGFβ (5ng/ml) durante diferentes tiempos (0, 2, 5, 
8, 15, 24 h)  y  (panel superior) posteriormente 
tratadas con TRAIL (500ng/ml) durante 60 
minutos. El procesamiento de caspasa-8 se analizó 
mediante western-blot. Los niveles de expresión 
de GAPDH se emplearon como control de carga. 
(Panel inferior) La expresión en la superficie 
celular de TRAIL-R2 en los tiempos indicados, se 
analizó mediante citometría de flujo con el 
anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se 
describe en materiales y métodos. Células 
incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE, se 
emplearon como control de fluorescencia basal. 
Los datos mostrados son representativos de dos 
experimentos independientes.  
 
 
El tratamiento con TGF-β reduce significativamente los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie 
celular sin alterar los niveles de expresión totales de la proteína (Figura 29A y B panel superior), lo 
que sugiere una posible acumulación del receptor en el interior de la célula. Para corroborar esta 
hipótesis, decidimos permeabilizar las células y medir los niveles totales de TRAIL-R2/DR5 tras el 
tratamiento con TGF-β.  
Nuestros resultados muestran como en células tratadas con TGF-β durante 24 horas, la 
permeabilización con digitonina permite detectar unos niveles considerablemente mayores de TRAIL-
R2/DR5 que en las mismas células no permeabilizadas, sugiriendo una acumulación intracelular del 
receptor en respuesta al tratamiento con TGF-β (Figura 33A).  
Para confirmar si el tratamiento con TGF-β induce una acumulación de TRAIL-R2/DR5 en 
compartimentos intracelulares, analizamos por microscopía confocal la localización del receptor en 
células epiteliales de mama MCF10A tratadas o sin tratar con TGF-β durante 24 horas. 




Figura 33 | El tratamiento con TGF-β induce una localización intracelular de TRAIL-R2. (A) Células MCF10A  fueron 
tratadas con TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas y posteriormente permeabilizadas o no con digitonina (concentración y 
tiempo). La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 en los tiempos indicados, se analizó mediante citometría de flujo 
con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la 
inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de 
tres experimentos independientes. (B) Imágenes representativas de microscopía confocal de células MCF10A y (C) HMEC-
hTERT, tratadas con TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas y posteriormente fijadas y teñidas con anticuerpos anti-TRAIL-R2. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI. Barra=25µm. Barra (zoom)= 7,5 µm. La cuantificación del número de puntos por células se 
realizó con el software metamorph con 100 células por condición y experimmento. Los histogramas muestran los valores 
+/- SEM de tres experimentos independientes. *p>0,05. 
 
Tal y como se puede observar en la figura 33B, el tratamiento con TGF-β provoca una reducción en 
los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular, así como un significativo incremento de la 
localización de TRAIL-R2/DR5 en compartimentos intracelulares. Observamos el mismo fenómeno en 
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respuesta al tratamiento con TGF-β en HMEC-hTERT (Figura 33C). Para confirmar que la tinción es 
específica de TRAIL-R2/DR5, diseñamos experimentos de silenciamiento de la expresión del receptor 
mediante siRNA, obteniendo una disminución tanto de la tinción en membrana como de la tinción 
intracelular (Figura 34).  
En conjunto, estos resultados sugieren que TGF-β induce en células epiteliales de mama, una 
acumulación intracelular de TRAIL-R2/DR5 responsable de la reducción de los niveles de expresión de 
TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular, la cual podría estar contribuyendo a la inhibición de la 
formación del DISC y en consecuencia a la menor activación de caspasa 8 por TRAIL. 
 
 
Figura 34 | La tinción de TRAIL-R2 es específica. Células MCF10A se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia 
frente a TRAIL-R2, el oligo Scrambled (SCR) o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 24 horas y 
posteriormente se trataron con TGF-β (5 ng/ml) for 24 hours. (Panel superior) Las células fueron entonces fijadas y teñidas 
con anticuerpos anti-TRAIL-R2. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Barra=25µm. Se muestran imágenes representativas de 
microscopía confocal. (Panel inferior) Los niveles de expresión de TRAIL-R2 se analizaron mediante western-blot. EL GAPDH 
se empleó como control de carga. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos diferentes. 
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3.4. TGF-β provoca la acumulación intracelular de TRAIL-R2/DR5 mediante un proceso 
independiente de ligando. 
Se ha descrito que líneas tumorales de diverso origen resistentes a TRAIL,  presentan elevados 
niveles de expresión de los receptores pro-apoptóticos TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5. Sin embargo, 
no parece existir una correlación directa entre los niveles totales de expresión y la sensibilidad de las 
líneas tumorales al ligando de muerte TRAIL. De hecho, hay evidencias que demuestran que la 
expresión de RNA mensajero de los receptores de TRAIL, no refleja necesariamente su expresión 
funcional debido a las complejas modificaciones post-traduccionales a las que se someten los 
receptores. Entre estas modificaciones podemos encontrar la glicosilación, el tráfico hacia la 
membrana plasmática y el proceso de endocitosis e internalización (Twomey et al. 2015; Zhang & 
Zhang 2008).   
Debido a que nosotros observamos una acumulación intracelular de aspecto vesicular de TRAIL-
R2/DR5 e interesados en conocer el mecanismo molecular implicado en la reducción en la superficie 
celular de la expresión de TRAIL-R2/DR5 en células epiteliales de mama tratadas con TGF-β, 
decidimos analizar si TRAIL-R2/DR5 estaba siendo retenido en alguna de las estructuras implicadas 
en el proceso de internalización de los receptores así como en el tráfico de proteínas hacia la 
membrana plasmática.  
La expresión de los receptores de muerte en la superficie celular depende de la translocación de la 
proteína desde el retículo endoplasmático-aparato de Golgi (RE-Golgi) hacia la membrana plasmática 
(Schneider-Brachert et al. 2013). Por otro lado, se ha descrito que la internalización de los receptores 
de TRAIL, en contraposición a lo que ocurre con los receptores de TNFα y de FasL (Schneider-
Brachert et al. 2013), disminuye la capacidad del ligando de inducir apoptosis (Zhang et al. 2009; 
Zhang & Zhang 2008). 
Por ello, con la intención de conocer si la reducción en los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la membrana 
plasmática se debe a un incremento en la internalización de los receptores pro-apoptóticos o a un 
bloqueo en el transporte de proteínas desde el retículo endoplasmático (RE) a la membrana 
plasmática, decidimos bloquear el transporte del RE-Golgi. El tratamiento con Brefeldina-A, reduce e 
iguala los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular en células sin tratar y tratadas con TGF-β 
(Figura 35), lo que sugeriría que la reducción en los niveles TRAIL-R2/DR5 inducida por TGF-β se debe 
a un bloqueo en el transporte a la superficie celular de TRAIL-R2/DR5.  
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Figura 35 | La inhibición del transporte del RE al Ap. de Golgi reduce los niveles de TRAIL-R2 en la superficie celular. 
Células MCF10A  fueron tratadas con TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas en presencia o en ausencia de Brefeldina-A 
(concentración). La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 en los tiempos indicados, se analizó mediante citometría 
de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la 
inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de 
tres experimentos independientes. 
 
 
En consecuencia, quisimos identificar la localización intracelular  de TRAIL-R2/DR5 y analizamos 
mediante microscopía confocal la posible colocalización con retículo endoplasmático (RE) y con 
aparato de Golgi (Cis y Trans). La acumulación intracelular del TRAIL-R2/DR5 inducida por TGF-β no 
se corresponde con la tinción específica de RE, Cis-Golgi o Trans-Golgi (Figura 36A, B, C).  
Del mismo modo, analizamos por microscopía confocal la posible colocalización de TRAIL-R2/DR5 con 
elementos clave de la ruta endosómica implicados en el reciclaje y degradación de proteínas de 
membrana (Caveolina, Clatrina, EEA1, Rab5-7-11), observando una colocalización parcial con todas 
ellas (Figura 37A, B, C, D, E, F).  
Sin embargo, no conseguimos conocer la localización exacta donde TRAIL-R2/DR5 se está 
acumulando en el interior celular y consideramos que el hecho de que TGF-β esté afectando o no a la 
maquinaria responsable del tráfico de proteínas y reduciendo la expresión de TRAIL-R2/DR5 en la 









Figura 36 | TRAIL-R2 no colocaliza con Retículo endoplasmático o Golgi. Células MCF10A  fueron tratadas o no con TGFβ 
(5ng/ml) durante 24 horas. Las células fueron entonces fijadas y teñidas con anticuerpos anti TRAIL-R2 y (A) anti-RE (B) anti-
GM130 y (C) anti trans-golgi. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Barra=25µm. Se muestran imágenes representativas de 
microscopía confocal. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos independientes. 
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Figura 37 | TRAIL-R2 no colocaliza con proteínas de la ruta endosómica. Células MCF10A  fueron tratadas o no con TGFβ 
(5ng/ml) durante 24 horas. Las células fueron entonces fijadas y teñidas con anticuerpos anti TRAIL-R2 y (A) anti-caveolina 
(B) anti-clatrina, (C) anti-EEA1 (D) anti-Rab5 (E) anti-Rab7 y (F) anti-Rab11. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Barra=25µm. Se 
muestran imágenes representativas de microscopía confocal. Los datos mostrados son representativos de tres 
experimentos independientes. 
 
Aunque los resultados anteriores sugieren un posible bloqueo inducido por TGF-β del tráfico hacia la 
superficie celular del receptor pro-apoptótico TRAIL-R2/DR5, no tenemos evidencias que nos 
permitan descartar la internalización de los receptores de muerte como posible mecanismo de 
resistencia a TRAIL inducido por TGF-β. De hecho, se ha descrito que la internalización constitutiva o 
mediada por TRAIL de los receptores de muerte, provoca la reducción de los niveles de TRAIL-R1/DR4 
y TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular directamente relacionado con la resistencia a TRAIL de 
numerosas células tumorales entre las que se encuentran las líneas tumorales de mama (Zhang & 
Zhang 2008; Akazawa et al. 2009; Zhang et al. 2009).Por esta razón, nos preguntamos si el 
tratamiento con TGF-β podría estar induciendo la expresión de TRAIL y mediando un proceso de 
internalización dependiente de ligando, que redujera los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la membrana 
plasmática y con ello la sensibilidad de las células epiteliales de mama a TRAIL.  
Analizamos los niveles de RNA mensajero de TRAIL-R2/DR5 y de TRAIL en células control y tratadas 
con TGF-β durante 24 horas y comprobamos como los niveles de expresión del ligando se inducen 
significativamente en las células tratadas, mientras que los niveles de receptor permanecen 
prácticamente invariables (Figura 38A). Del mismo modo, observamos como el tratamiento con TGF-




Figura 38 | El tratamiento con TGFβ induce la expresión de TRAIL. Células MCF10A  fueron tratadas o no con TGFβ 
(5ng/ml) durante 24 horas. (A) Los niveles de expresión de RNAm de TRAIL-R2 y TRAIL se analizaron mediante RT-QPCR. Los 
datos mostrados son la media +/- SEM de tres experimentos independientes. (B) La expresión de TRAIL a nivel de proteína 
se analizó mediante western-blot. La proteína GAPH se empleó como control de carga. Los datos mostrados son 
representativos de al menos tres experimentos independientes. 
 
     VI. RESULTADOS 
 
180 
Para estudiar el papel de la inducción de TRAIL mediada por TGF-β  en la regulación de los niveles de 
receptores proapoptóticos en la superficie celular diseñamos dos aproximaciones. Por un lado 
silenciamos la expresión de TRAIL mediante RNA de interferencia y estudiamos el efecto que provoca 
en los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular así como en la sensibilidad a TRAIL de células 
incubadas con TGF-β. Por otro lado, tratamos las células con la proteína soluble de fusión TRAIL-R2-
Fc previo al tratamiento con TGF-β, impidiendo la unión de TRAIL a sus receptores proapoptóticos 
TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5  y analizamos el efecto sobre los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la 
superficie celular.  
 
Figura 39 | La internalización del TRAIL-R2 es independiente de ligando. (A) (Panel izquierdo) Células MCF10A fueron 
tratadas o no con TGFβ (5ng/ml) en presencia o en ausencia de TRAIL-R2 Fc durante 24 horas. La expresión en la superficie 
celular de TRAIL-R2 en los tiempos indicados, se analizó mediante citometría de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-
PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como 
control de fluorescencia basal. (Panel derecho) Células MCF10A incubadas en presencia  o en ausencia de TRAIL-R2 Fc, se 
trataron con TRAIL a 500ng/ml durante los tiempos indicados. El procesamiento de caspasa-8 se analizó mediante western-
blot. Los niveles de expresión de GAPDH se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son representativos de 
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tres experimentos independientes. (B) Células MCF10A se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia frente a un 
pool de tres oligos de TRAIL, el oligo Scrambled (SCR) o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 24 
horas y posteriormente se trataron con TGF-β (5 ng/ml) durante 24 horas, tras las cuales las células se trataron con TRAIL a 
250ng/ml durante 15 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo, tal y 
como se describe en materiales y métodos. La expresión de TRAIL a nivel de proteína se analizó mediante western-blot. La 
proteína GAPH se empleó como control de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos tres experimentos 
independientes. La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 en los tiempos indicados, se analizó mediante citometría 
de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la 
inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de 
mas de tres experimentos independientes con distintas combinaciones de oligos de RNA de interferencia de TRAIL 
 
Sin embargo, ni la reducción de la expresión de TRAIL mediante siRNA, ni la inhibición con TRAIL-R2-
Fc de la acción de TRAIL, previene la disminución de los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la membrana 
plasmática de células incubadas con TGF-β (Figura 39A, B), lo que nos permite excluir una 
internalización del receptor mediada por ligando como mecanismo responsable de la reducción de 
los niveles de TRAIL-R2/DR5  en la superficie celular. 
3.5 TGF-β induce autofagia citoprotectora en células humanas epiteliales de mama. 
Otro de los procesos que pueden participar en la regulación de la dinámica de los receptores de 
TRAIL es la autofagia. En este sentido, se ha descrito que células tumorales de mama resistentes a 
TRAIL presentan bajos niveles de receptores proapoptóticos TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5 y 
elevados niveles basales de autofagosomas que colocalizan con los receptores de TRAIL en el interior 
celular. Además, la inhibición farmacológica de la actividad lisosomal, favorece la acumulación de 
autofagosomas y disminuye los niveles de TRAIL-R1/DR4 y TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular 
incrementando la resistencia a TRAIL de células tumorales de mama (Di et al. 2013).  
La autofagia es un conservado proceso catabólico que media la degradación lisosomal de proteínas 
agregadas y orgánulos dañados con la finalidad de mantener la homeostasis celular y puede ser 
activada en respuesta a diversos estímulos fisiológicos (Rubinsztein et al. 2012). Durante los últimos 
años se han identificado diversos mecanismos de regulación bidireccional entre apoptosis y autofagia 
(Hou et al. 2010; Djavaheri-Mergny et al. 2010; Maiuri et al. 2007) en los que se muestra el efecto 
citoprotector de la autofagia frente a la apoptosis inducida por tratamientos de diverso origen. 
Además, recientes estudios  otorgan un papel para la autofagia en la resistencia de diversos tipos 
celulares a los efectos proapoptóticos de TRAIL (Herrero-Martín et al. 2009; Thorburn et al. 2014; 
Han et al. 2008). Por otro lado, se ha descrito que TGF-β induce autofagia en modelos de carcinomas 
hepatocelulares y mamarios (Suzuki et al. 2010). Por todo ello, nos preguntamos si la autofagia 
podría ser responsable de los efectos inhibitorios inducidos por TGF-β en la sensibilidad a TRAIL de 
células no tumorales epiteliales de mama. 




Figura 40 | TGFβ induce autofagia en células epiteliales de mama. (A) (Panel izquierdo) Células MCF10A fueron tratadas o 
no con TGFβ (5ng/ml) durante 24 horas, en presencia o en ausencia Bafilomicina-A (400nM) las últimas 4 horas de 
tratamiento. (Panel derecho) Células MCF10A fueron tratadas o no con TGFβ (5ng/ml) en presencia o ausencia de el 
inhibidor de TGF- βR1: SB431542 (0,2 μM) durante 24 horas y Bafilomicina-A (400nM) las últimas 4 horas de tratamiento. 
Las isoformas de LC3 se analizaron mediante western-blot. La Tubulina se empleó como control de carga. Los datos 
mostrados son representativos de tres y dos experimentos independientes respectivamente. (B) Imágenes representativas 
de microscopía confocal de células MCF10A tratadas como en (A) y posteriormente se fijaron y tiñeron para 
inmunofluorescencia con el anticuerpo LC3. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Barra=25µm. La cuantificación (200 
células/condición y experimento) del punteados de LC3 se realizó mediante el software metamorph (granularity). Las barras 
de error representan la media +/- SEM de 3 experimentos independientes. *p<0,05. 
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Examinamos si el tratamiento con TGF-β inducía autofagia en células humanas no tumorales 
epiteliales de mama, para lo cual determinamos por western blot la aparición de LC3-II, un 
componente estructural asociado a la membrana del autofagosoma. En la figura 40A podemos 
observar como en células MCF10A, el tratamiento con TGF-β induce un incremento en los niveles de 
LC3-II, tanto en ausencia como en presencia de bafilomicina-A (Baf-A), un inhibidor de la degradación 
lisosomal de LC3-II, sugiriendo un incremento del flujo autofágico. Además, al igual que ocurre con la 
sensibilidad a TRAIL y con los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular de células tratadas con 
TGF-β durante 24 horas (Figura 22B-panel derecho y 29C), el tratamiento con SB431542 inhibe la 
acumulación inducida por TGF-β  de LC3-II (Figura 40B). Para confirmar estos resultados estudiamos 
las distribución de LC3 por microscopía confocal de células sin tratar y tratadas con TGF-β durante 24 
horas y observamos como el tratamiento con TGF-β altera de forma significativa el patrón de tinción 
de LC3, produciéndose un incremento en el número de puntos por célula en las condiciones tratadas 
con TGF-β, tanto en presencia como en ausencia de bafilomicina-A e indicando una acumulación de 
autofagosomas en el interior celular (Figura 40C).  
 
Figura 41 | TGFβ induce autofagia en células epiteliales de mama. (A)) Células HMEC-hTERT fueron tratadas o no con TGFβ 
(5ng/ml) durante 24 horas, en presencia o en ausencia Bafilomicina-A (400nM) las últimas 4 horas de tratamiento. Las 
isoformas de LC3 se analizaron mediante western-blot. La Tubulina se empleó como control de carga. Los datos mostrados 
son representativos de tres experimentos independientes respectivamente. (B) Imágenes representativas de microscopía 
confocal de células MCF10A tratadas como en (A) y posteriormente se fijadas y teñidas para inmunofluorescencia con el 
anticuerpo LC3. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Barra=25µm. Barra (zoom)= 7,5 µm. Los datos son representativos de tres 
experimentos independientes. 
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Resultados similares se obtuvieron en células HMEC-hTERT, otra línea epitelial no tumoral de mama. 
El tratamiento con TGF-β incrementa los niveles de proteína de LC3-II así como el patrón punteado 
de LC3-II en presencia o no de bafilomicina (Figura 41A, B). Por tanto, podemos confirmar que TGF-β 
induce autofagia en células humanas no tumorales epiteliales de mama.  
Con la intención de analizar el papel de la autofagia inducida por TGF-β, diseñamos experimentos de 
silenciamiento de la proteína de autofagia ATG7 y determinamos si la inhibición de la autofagia 
inducida por TGF-β ejercía algún efecto sobre los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular así 
como sobre la inhibición de la sensibilidad a TRAIL inducida por TGF-β.  
 
Figura 42 | La autofagia inducida por TGF-beta es citoprotectora. Células MCF10A se transfectaron con el oligo de RNA de 
interferencia frente a ATG7, el oligo Scrambled (SCR) o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 24 
horas y posteriormente se trataron con TGF-β (5 ng/ml) durante 24 horas, (panel inferior) tras las cuales las células se 
trataron con TRAIL a 250ng/ml durante 15 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por 
citometría de flujo, tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de 3 
experimentos independientes. *p<0,05. La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2 se analizó mediante citometría de 
flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas con la 
inmunoglobulina IgG-PE, se emplearon como control de fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de 
tres experimentos independientes. (Panel superior) Células MCF10A se transfectaron con el oligo de RNA de interferencia 
frente a ATG7, el oligo Scrambled (SCR) o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 24 horas y 
posteriormente se trataron con TGF-β (5 ng/ml) durante 24 horas, en presencia o en ausencia Bafilomicina-A (400nM) las 
últimas 4 horas de tratamiento. La expresión de ATG7 y LC3 se analizó mediante western-blot. La Tubulina se empleó como 
control de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes. 
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Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento de ATG7 bloquea la inducción de autofagia 
inducida por TGF-β y recupera la sensibilidad de las células MCF10A tratadas con TGF-β a TRAIL. Sin 
embargo, los niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular de células incubadas con TGF-β  no se 
recuperan (Figura 42).  En conjunto, estos datos muestran que la activación de autofagia inducida 
por TGF-β juega un papel necesario en la inhibición de la apoptosis inducida por TRAIL en células no 
tumorales epiteliales de mama. 
Finalmente podemos concluir con que TGF-β impide la sensibilización a TRAIL mediada por EGF de 
células no tumorales epiteliales de mama a través de la activación de dos mecanismos 
independientes que implican la disminución en la superficie celular y posterior acumulación 
intracelular del receptor proapotótico TRAIL-R2/DR5 y la inducción de autofagia.  Ambos mecanismos 




Figura 43 | Papel de TGF-β en la regulación de la apoptosis inducida por TRAIL. 
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CAPITULO IV: Papel del sistema TRAIL en el destino celular tras estrés en el retículo 
endoplasmático. 
4.1 Líneas tumorales triple negativas son más sensibles a estímulos inductores de estrés en 
el retículo endoplasmático. 
Diversos estímulos tales como la privación de nutrientes, la hipoxia, el estrés oxidativo o las 
infecciones virales provocan la acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo endoplásmico. 
Para combatir esta situación, las células poseen rutas de control de calidad que permiten mantener 
la homeostasis celular en el retículo endoplásmico (RE) y que conocemos como “respuesta a 
proteínas mal plegadas o UPR”. Sin embargo, en determinadas circunstancias, en función del tiempo 
y de la intensidad del estrés, la UPR pasa de una fase adaptativa a una fase apoptótica en la cual se 
ve comprometido el destino celular (Iurlaro & Muñoz Pinedo 2015; Urra et al. 2013).  
Se ha descrito que el estrés en el retículo endoplasmático desempeña un papel en inflamación, 
neurodegeneración, cáncer y enfermedades metabólicas. Por ello, entender como las células 
responden al estrés en el retículo endoplasmático, resulta fundamental para el desarrollo de nuevas 
terapias frente a estas enfermedades.  
Los tumores de mama triple negativos (TNBC), caracterizados por la ausencia de receptores de 
estrógenos (ER-), de progesterona (P-) y del receptor de tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico 
humano (HER2), representan el 10-20% de los casos de tumores de mama, con mal pronóstico y un 
elevado índice de recaída temprana, por lo que es necesaria la búsqueda de nuevas terapias 
(Schneider et al. 2008). 
Recientemente se ha descrito, que las células tumorales de mama triple negativas,  que poseen una 
activación mayor del programa de transición epitelio-mesénquima, son más sensibles  a la apoptosis 
inducida por diferentes estímulos de estrés en el retículo endoplasmático que células tumorales de 
mama luminales (Feng et al. 2014). Sin embargo, no se ha caracterizado el proceso que media la 
muerte celular en este modelo. Por ello, y con el objetivo de profundizar en el estudio de la 
respuesta apoptótica de células tumorales de mama triple negativas decidimos estudiar el 
mecanismo de apoptosis implicado en la muerte diferencial de líneas tumorales de mama triple 
negativas frente a líneas tumorales luminales. 
 
 
     VI. RESULTADOS 
 
188 
En primer lugar evaluamos cual era la sensibilidad a estímulos de estrés en el retículo endoplásmico 
en diferentes líneas tumorales de mama triple negativas y luminales. Una dosis-respuesta con dos 
estímulos clásicos de estrés en el RE, tapsigargina y ditiotreitol (DTT), nos muestra como las líneas 
tumorales de mama triple negativas (en rojo) son más sensibles que las líneas tumorales luminales 
(en azul) (Figura 44A, B). 
 
 
Figura 44: Líneas tumorales triple negativas son más sensibles a estímulos inductores de estrés en el retículo 
endoplasmático. (A) Las líneas celulares tumorales de mama triple negativas: MDA-MB231, BT549 y MDA-MB436 (curvas 
rojas) y luminales: T47D, MDA-MB175VII y BT474 (curvas azules) se trataron con las dosis indicadas de tapsigargina durante 
72 horas. (B) Las líneas celulares tumorales de mama triple negativas: MDA-MB231, BT549 y BT20  (curvas rojas) y  la línea 
tumoral de mama luminal: T47D (curvas azules) se trataron con las dosis indicadas de ditiotreitol (DTT) durante 72 horas.  
La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y 
métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. 
 
Con objeto de profundizar en el mecanismo de muerte inducido por estrés en el retículo 
endoplasmático, comprobamos si la muerte observada era dependiente de caspasas. Para ello 
empleamos inhibidores generales de caspasas: Z-VAD-fmk y Q-VD-OPh. El cotratamiento con Z-VAD-
fmk y tapsigargina bloqueó significativamente la muerte inducida por estrés en el retículo 
endoplasmático (RE) en dos líneas tumorales de mama triple negativas, MDA-MB231 y BT549 (Figura 
45A). De igual modo, el cotratamiento con Q-VD-OPh y Tunicamicina, otro inductor clásico de estrés 
en el RE, redujo significativamente los niveles de muerte tanto en la línea tumoral MDA-MB231 como 
en BT549 (Figura 45B).  Por lo que podemos confirmar que la muerte observada es dependiente de 
caspasas y por tanto apoptótica. 
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Figura 45: La muerte inducida por estímulos de estrés en el retículo endoplasmático es dependiente de caspasas. (A) Las 
líneas celulares tumorales de mama triple negativas: MDA-MB231, BT549 se trataron con tapsigargina (TG) a dosis de 50 o 
100nM respectivamente durante 72 horas en presencia o ausencia de z-VAD-fmk (50µM). (B) Las líneas celulares tumorales  
triple negativas: MDA-MB231, BT549 se trataron con Tunicamicina (TN) a dosis de 1µg/ml durante 72 horas en presencia o 
ausencia de Q-VD-OPh (20µM).  La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y 
como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos 
independientes. 
 
Quisimos analizar la implicación de la ruta intrínseca o mitocondrial en la muerte inducida por 
estímulos de estrés en el retículo endoplasmático, para lo cual generamos una línea celular MDA-
MB231 que sobrexpresaba ectópicamente la proteína antiapoptótica de la familia BCl-2, BCL-XL (231-
Bcl-XL) o el vector vacío (231-pbabeØ) (Figura 46A). En estas líneas, la apoptosis inducida por 
tratamiento con tapsigargina (Figura 46B, panel superior) o con Tunicamicina (Figura 46B, panel 
inferior) disminuyó de forma significativa en la línea MDA-MB231 que sobrexpresaba Bcl-XL. 




Figura 46: La sobrexpresión de Bcl-XL inhibe la muerte inducida por estímulos de estrés en el retículo endoplasmático.  
(A) La sobrexpresión de Bcl-XL se detectó mediante western-blot. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de 
carga. (B) La línea tumoral de mama triple negativa: MDA-MB231 que sobreexpresa     Bcl-XL (231-Bcl-XL) o el vector vacío 
(231 pBabeØ) fue tratada con tapsigargina (TG) 100nM (panel superior) o Tunicamicina (TN) 500ng/ml (panel inferior) 
durante 72 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se 
describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos 
independientes. 
 
4.2 La muerte inducida por estímulos de estrés en el retículo endoplasmático no depende 
exclusivamente de la ruta extrínseca de TRAIL en células tumorales de mama triple 
negativas. 
Para caracterizar el mecanismo diferencial implicado en la muerte celular inducida por estímulos de 
estrés en el retículo endoplásmico (RE) elegimos las línea tumoral de mama triple negativa MDA-
MB231 y como estímulo la tapsigargina. 
En líneas tumorales humanas se ha demostrado la implicación del factor de transcripción CHOP en la 
apoptosis inducida por estrés en el retículo endoplasmático (RE) (Jäger et al. 2012; Iurlaro & Muñoz 
Pinedo 2015). Entre los numerosos genes diana de CHOP podemos encontrar el gen del receptor 
proapoptótico de TRAIL, TRAIL-R2/DR5, en el que se ha identificado un potencial sitio de unión de 
CHOP y  cuya inducción en respuesta a estrés en el RE en diversas líneas tumorales está directamente 
implicada en la apoptosis (Yamaguchi & Wang 2004).  
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Además, datos previos de nuestro grupo describen el mecanismo molecular por el que células 
humanas epiteliales de mama que sobreexpresan una forma constitutivamente activa del receptor 
de ERBB2/Her2 son más sensibles a agentes que inducen estrés en el RE. Esta mayor sensibilidad de 
las células MCF10A que expresan una forma mutada y constitutivamente activa del oncogén 
ERBB2/Her2 (MCF10A pNeuT), se debe a una mayor activación de la ruta de PERK-ATF4-CHOP en 
respuesta a estrés en el RE que promueve el incremento en los niveles de TRAIL-R2/DR5 y la 
activación proapoptótica de caspasa 8 (Martín-Pérez et al. 2014). 
 
 
Figura 47: La inhibición de la activación de la ruta extrínseca no es suficiente para bloquear la apoptosis inducida por 
tapsigargina en células tumorales triple negativas. (A) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de 
interferencia frente a TRAIL-R2/DR5, FADD y caspasa 8, el oligo scrambled (SCR), o no transfectadas (NT) a una 
concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Tras este tiempo las células 
fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 50nM durante 48 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células 
en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- 
SEM de al menos 3 experimentos independientes. (B) Los niveles de expresión de las proteínas caspasa 8, TRAIL-R2/DR5 y 
FADD se detectaron mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH se emplearon como 
control de carga. (C) La expresión en la superficie celular de TRAIL-R2  fue analizada por citometría de flujo tras 30 horas de 
transfección con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se describe en materiales y métodos. Células incubadas 
con la inmunoglobulina IgG-PE se emplearon como control de fluorescencia basal de células transfectadas o no 
transfectadas (NT). Los datos mostrados son representativos de al menos 3 experimentos independientes. (D) Células 
BT549  fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a caspasa 8, el oligo scrambled (SCR), o no transfectadas 
(NT) a una concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Tras este tiempo las 
células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 100nM durante 72 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de 
células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los 
valores +/- SEM de 3 experimentos independientes. 




Por ello, decidimos analizar en nuestro modelo de líneas tumorales de mama triple negativas, el 
papel de la ruta extrínseca de TRAIL en la apoptosis inducida por estrés en el retículo 
endoplasmático. Diseñamos experimentos de silenciamiento por RNA de interferencia de las 
principales proteínas implicadas en la señalización temprana de TRAIL: TRAIL-R2/DR5, FADD y 
caspasa 8. Sin embargo, el silenciamiento de estas proteínas de la ruta extrínseca de apoptosis no 
bloqueó de manera significativa la apoptosis inducida por tapsigargina en la línea celular tumoral 
MDA-MB231 (Figura 47A), a pesar de reducir considerablemente los niveles de caspasa 8, FADD y 
TRAIL-R2/DR5 total (Figura 47B) y en la superficie celular (Figura 47C).  
Quisimos corroborar estos resultados y silenciamos mediante RNA de interferencia caspasa 8 en la 
línea celular BT549, otro modelo de células tumorales de mama triple negativas, observando de 
nuevo como la reducción en los niveles de caspasa 8 no afectaba a la apoptosis inducida por 
tapsigargina (Figura 47D). 
 
Figura 48: Caspasa 8 no participa en la apoptosis inducida por estrés en el retículo en células tumorales de mama triple 
negativas.  (A) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a caspasa 8, el oligo scrambled 
(SCR), o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y 
métodos. Tras este tiempo las células fueron tratadas o no con ditiotreitol (DTT) a 5mM durante 48 horas. (B) Células MDA-
MB231 fueron transfectadas como en (A) y tratadas con Tunicamicina (TN) a 500ng/ml durante 48 horas. La apoptosis se 
midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los 
histogramas muestran los valores +/- SEM de 3 experimentos independientes.  Los niveles de expresión de la proteína 
caspasa 8 se detectaron mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH se emplearon como 
control de carga. 
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Para excluir un posible efecto específico del tratamiento con tapsigargina, determinamos en  células 
MDA-MB231 el efecto del silenciamiento de caspasa 8 en la apoptosis inducida por otros dos 
estímulos clásicos de estrés en el retículo: ditiotreitol o DTT y Tunicamicina. De nuevo, a pesar de la 
reducción de los niveles de caspasa 8, la apoptosis inducida por DTT y por Tunicamicina no se vio 
afectada (Figura 48A, B). 
Los datos obtenidos hasta el momento sugieren la implicación de un mecanismo apoptótico de 
respuesta a estrés en el retículo distinto al previamente descrito en células epiteliales de mama 
MCF10A que sobreexpresan una forma constitutivamente activa del oncogén ERBB2/Her2 (Martín-
Pérez et al. 2014), en el que caspasa 8 regulaba la apoptosis inducida por tapsigargina. Por esta 
razón, quisimos profundizar en el mecanismo por el que el estrés en el retículo media la muerte en 
células tumorales de mama triple negativas. 
4.3  La inhibición simultánea de la ruta extrínseca e intrínseca disminuye 
significativamente la apoptosis inducida por tapsigargina en células tumorales de mama 
triple negativas.  
En respuesta a estrés en el retículo endoplasmático y con el objetivo de restaurar la homeostasis 
celular, se produce la activación de un conjunto de rutas de señalización conocida como respuesta a 
proteínas mal plegadas o UPR, cuya función principal es la adaptación a la nueva situación de estrés y 
la supervivencia. Sin embargo, si el estrés no revierte o se prolonga se activa una señalización 
proapoptótica que induce apoptosis, generalmente mediada por la mitocondria, en las células 
dañadas (Urra et al. 2013; Shore et al. 2011).  
Resultados previos (Figura 46) indicaban la implicación de la mitocondria en la apoptosis inducida 
por estrés en el retículo endoplasmático, en células tumorales de mama triple negativas. Sin 
embargo, desconocíamos el mecanismo responsable de la activación de la ruta mitocondrial.   
Entre las funciones de la UPR, encontramos la regulación transcripcional de genes implicados en 
procesos tales como la adaptación al estrés, la supervivencia y en última instancia la muerte celular.  
Además ha sido ampliamente descrito como la familia de proteínas Bcl-2  juega un papel importante 
tanto en la adaptación como en la muerte celular inducida por estrés en el RE (Szegezdi et al. 2009). 
Por esta razón, decidimos determinar mediante análisis por RT-MLPA (Del inglés: Retro Transcription-
Multiplex Ligand Probe-dependent Amplification) y en colaboración con el grupo del Dr. Joan Gil 
(Universidad de Barcelona), los niveles de expresión de RNA mensajero de 45 genes implicados en 
apoptosis en células MDA-MB231 y T47D tratadas o no con tapsigargina durante 20 horas. 




































































































































































































































                         REGULACIÓN MÚLTIPLE DE LA FUNCIÓN DEL SISTEMA TRAIL EN APOPTOSIS 195 
Los resultados obtenidos no muestran apenas variación en la expresión de los RNA mensajeros de 
proteínas BH3-only en respuesta a tapsigargina, salvo en el caso de Noxa y Puma. Por otro lado, cabe 
destacar que los niveles basales de expresión de mRNA de genes proapoptóticos como Noxa, BNIP3 y 
BAX se encuentran claramente incrementados en células sensibles MDA-MB231 frente a células 
resistentes T47D (Figura 49).  
Quisimos confirmar a nivel de proteína los datos de RNA mensajero de Noxa observados en el RT-
MLPA. Tal y como se puede observar en la Figura 50A, las células triple negativas MDA-MB231 
expresan unos niveles basales de Noxa muy elevados en comparación con la línea tumoral de mama 
luminal T47D, en la que no observamos expresión de la proteína ni en condiciones basales ni en 
respuesta al tratamiento con tapsigargina.  
 
 
Figura 50: El silenciamiento de las proteínas BH3-only  Noxa, Bim o Puma  no es suficiente para inhibir la apoptosis 
inducida por tapsigargina. (A) Células MDA-MB231  y T47D fueron tratadas con tapsigargina (TG) a dosis de 50 y 100 nM o 
no tratadas (NT) durante 20 horas. Transcurrido ese tiempo los niveles de proteína de Noxa fueron analizados mediante 
western-blot tal y como se describe en materiales y métodos. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. 
(B) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con oligos de interferencia frente a Noxa, Bim oy Puma, el oligo scrambled 
(SCR), o no transfectadas (NT) a una concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y 
métodos. Tras este tiempo las células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a una dosis de 50nM durante 48 horas. Los 
histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes.  Los niveles de expresión de las 
proteínas Noxa y Bim se detectaron mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH se 
emplearon como control de carga. Los niveles de RNA mensajero de Puma se detectaron mediante RT-QPCR. 
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Dados los resultados anteriores, decidimos realizar experimentos de silenciamiento mediante RNA 
de interferencia en células MDA-MB231 frente a las 3 proteínas BH3-only principalmente implicadas 
en muerte celular inducida por estrés en el retículo endoplasmático: Noxa, Bim y Puma (Urra et al. 
2013; Iurlaro & Muñoz Pinedo 2015). Sin embargo, y a pesar de la significativa reducción en los 
niveles de las proteínas diana,  no observamos efecto inhibidor alguno sobre la apoptosis inducida 
por tapsigargina (Figura 50B). En conjunto todos estos resultados sugieren que la activación por 
estrés en el retículo endoplasmático de la ruta apoptótica mitocondrial en células tumorales de 
mama triple negativas no depende de manera exclusiva de la upregulación de una proteína BH3-only 
o de la reducción en la expresión de una proteína antiapoptótica Bcl-2. 
Buscando el posible mecanismo responsable de la apoptosis inducida por tapsigargina en células 
tumorales de mama triple negativas, diseñamos estrategias de inhibición de distintos eventos que se 
ha descrito pueden estar participando en la muerte inducida por estrés en el retículo 
endoplásmatico. 
Se sabe que PERK, una quinasa transmembrana del retículo endoplasmático fosforila eiF2α (factor de 
iniciación eucariótico 2α), bloqueando la iniciación de la  traducción de proteínas y reduciendo así la 
carga proteica en el RE. Sin embargo, aunque la traducción general de proteínas se inhibe, se permite 
e incrementa la traducción de ciertos transcritos, entre los que encontramos a ATF4 que induce a su 
vez genes implicados en el metabolismo de aminoácidos, la respuesta a estrés y la secreción de 
proteínas con la finalidad de recuperar la homeostasis celular. Además ATF4 induce un segundo 
factor de transcripción: CHOP implicado en la apoptosis inducida por estrés en el RE (Jäger et al. 
2012). El mecanismo molecular que explica el papel proapotótico de CHOP, implica en parte la 
regulación transcripcional de diversos genes diana entre los que se encuentra el gen de la fosfatasa 
GADD34. El incremento de expresión de GADD34 lleva a la defosforilación de fosfo-eif2α, 
favoreciendo la activación de la síntesis global de proteínas y la producción de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) que conducirá a una situación de proteotoxicidad (Urra et al. 2013). 
Una de las hipótesis que nos planteamos fue si la acumulación de proteínas mal plegadas como 
consecuencia de un tratamiento prolongado con tapsigargina podría estar siendo la responsable 
directa de la apoptosis observada. Para ello diseñamos experimentos con el inhibidor de la fosfatasa 
GADD34: salubrinal. Sin embargo, el tratamiento de las células MDA-MB231 con tapsigargina en 
presencia de salubrinal no redujo los niveles de apoptosis (datos no mostrados). 
En la misma línea, nos planteamos si la apoptosis observada en estas células en respuesta a 
estímulos de estrés en el RE podría ser debida a un incremento en los niveles de ROS. Pero de nuevo, 
el tratamiento de células MDA-MB231 en presencia de N-acetil-cisteína (NAC), antioxidante que 
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disminuye las especies reactivas de oxígeno y el estrés oxidativo, no redujo los niveles de muerte 
celular (datos no mostrados).  De igual modo inhibimos mediante inhibidores específicos las rutas de 
mTOR, MAPK/ERK, PI3K/AKT y p38 y no observamos una inhibición significativa de la muerte 
inducida por estrés (datos no mostrados), lo que sugiere que ninguna de estas rutas participa en la 
regulación de la apoptosis inducida por tapsigargina en células tumorales de mama triple negativas. 
 
Figura 51: La muerte por estrés en el RE depende de la activación de la ruta extrínseca y la intrínseca. (A) Células MDA-
MB231 fueron transfectadas con oligos de interferencia frente a caspasa 8, Noxa  y Puma, el oligo scrambled (SCR), o no 
transfectadas (NT) a una concentración de 100nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Tras 
este tiempo las células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a una dosis de 50nM durante 48 horas. Los histogramas 
muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. (B) (panel izquierdo)  Los niveles de expresión 
de las proteínas caspasa 8 y Noxa se detectaron mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH 
se emplearon como control de carga. Los niveles de RNA mensajero de Puma se detectaron mediante RT-QPCR (Panel 
derecho).  
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Finalmente y dado que, individualmente, ninguna de las rutas principales de señalización de 
apoptosis parecían estar involucradas en la regulación de la muerte celular por estrés en el RE, 
decidimos inhibir la activación de las rutas intrínseca y extrínseca simultáneamente. Para ello, 
diseñamos experimentos de silenciamiento mediante RNA de interferencia de la proteína caspasa 8 y 
de las proteínas BH3-only Noxa y Puma en células MDA-MB231. Tal y como habíamos observado 
previamente,  la inhibición de caspasa 8, Noxa o Puma por separado tan solo inhibe ligeramente la 
apoptosis inducida por tapsigargina. Sin embargo, la inhibición conjunta de la expresión de Noxa y 
caspasa 8  consiguió bloquear de forma significativa los niveles de muerte celular, siendo estos 
incluso ligeramente menores cuando inhibimos simultáneamente las 3 proteínas (Figura 51). 
En conjunto, estos resultados sugieren que en la apoptosis inducida por estímulos de estrés en el RE 
en células tumorales de mama triple negativas se produce una activación tanto de la ruta intrínseca 
como de la extrínseca, siendo necesaria la inhibición simultánea de ambas para bloquear la 
apoptosis. 
4.4  Papel de los sensores de la UPR en la apoptosis inducida por estrés en el retículo 
endoplasmático en células tumorales de mama triple negativas. 
Con objeto de profundizar en el mecanismo subyacente a esta sensibilidad diferencial al estrés en el 
retículo endoplasmático, quisimos comprobar si la respuesta de UPR tras el tratamiento con agentes 
inductores de estrés era la misma en líneas tumorales de mama triple negativas frente a luminales.  
Para ello, estudiamos la respuesta a tapsigargina de los dos sensores de la UPR principalmente 
implicados en la regulación del destino celular tras estrés en el RE: PERK e Ire1α (Walter et al. 2011) .  
En primer lugar, analizamos la actividad de la ruta de PERK/ATF4/CHOP en células tumorales triple 
negativas MDA-MB231 y en células tumorales luminales T47D, tras tratamiento con tapsigargina. 
Observamos cómo en células MDA-MB231 la expresión de ATF4, así como la expresión de su gen 
diana CHOP a nivel de proteína, se encontraba significativamente incrementada en comparación con 
lo que se observaba en células T47D, tras estrés en el retículo endoplasmático (Figura 52A). A 
continuación determinamos la activación de la ruta de Ire1α, medida  como el procesamiento del 
mRNA que codifica el factor de transcripción XBP1u (del inglés X-box-binding protein 1) para generar 
un factor de transcripción activo XBP1s. Tal y como se puede observar en la figura 52B, en células 
MDA-MB231 se produce una fuerte activación inicial de la ruta de Ire1α que va disminuyendo 
conforme se prolonga el estrés en el retículo endoplasmático, tal y como se ha descrito para otros 
sistemas celulares (Lin et al. 2007). En contraste, en células T47D no se produce procesamiento 
alguno del factor de transcripción XBP1u. 
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Confirmamos, por tanto, que se está produciendo una activación diferencial de la UPR en células 
tumorales epiteliales de mama, por lo que el siguiente paso fue analizar el papel de la activación de 
estas rutas, en la apoptosis inducida por agentes que provocan estrés en el retículo endoplasmático.  
 
Figura 52: Activación diferencial de la UPR en células tumorales de mama triple negativas. (A) Células MDA-MB231 y T47D 
fueron tratadas con tapsigargina (TG) a una dosis de 100nM durante 7, 15 y 20 horas. Transcurrido ese tiempo los niveles 
de expresión de las proteínas ATF4 y CHOP se detectaron mediante western-blot. Los niveles de GAPDH se emplearon como 
control de carga. (B) Células MDA-MB231 y T47D fueron tratadas como en (A) y los niveles de procesamiento de XBP1 
(XBP1s) fueron analizados por RT-PCR y posteriormente cuantificados con respecto a XBP1u. Los resultados mostrados son 
representativos de 3 experimentos independientes. 
 
Para ello, procedimos a bloquear mediante silenciamiento por RNA de interferencia cada uno de los 
sensores de la UPR y analizar la apoptosis inducida por tapsigargina. En primer lugar, determinamos 
la participación de la ruta de PERK en la apoptosis inducida por estrés en el RE. Silenciamos las 
proteínas ATF4 y CHOP y tratamos las células MDA-MB231 con tapsigargina. Sin embargo, a pesar de 
que el silenciamiento redujo considerablemente los niveles de ambas proteínas no  se observó efecto 
en los niveles de apoptosis inducida por tapsigargina (Figura 53A). A continuación silenciamos la ruta 
de Ire1, que del mismo modo que en el caso anterior y pese a bloquear casi por completo el 
procesamiento de XBP1u, no supuso inhibición alguna de la apoptosis inducida por tapsigargina 
(Figura 53B). En este sentido y basándonos en datos previos publicados en la literatura que sugerían 
que el papel proapoptótico de Ire1α, podía estar mediado en parte por la inducción de JNK (Jäger et 
al. 2012), inhibimos la actividad de JNK con un inhibidor específico en células MDA-MB231 tratadas y 
sin tratar con tapsigargina, sin observar una reducción en los niveles de apoptosis inducidos por 
estrés en el RE (datos no mostrados). Por último, silenciamos el tercer sensor de la UPR, ATF6 sin 
obtener una reducción significativa de la apoptosis inducida por tapsigargina (Figura 53C).  
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Dados estos resultados, se diseñaron también experimentos para silenciar simultáneamente la ruta 
de PERK e IRE1 que tampoco consiguieron bloquear la apoptosis inducida por estrés en el RE (datos 
no mostrados). 
 
Figura 53: Papel de la UPR en la apoptosis inducida por estrés en el retículo endoplasmático. (A) Células MDA-MB231 
fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a ATF4 y CHOP, el oligo scrambled (SCR), o no transfectadas (NT) a 
una concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Tras este tiempo las células 
fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 50nM durante 48 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células 
en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- 
SEM de al menos 3 experimentos independientes. Los niveles de expresión de las proteínas ATF4 y CHOP se detectaron 
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mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. (B)(Panel 
superior) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a Ire1, el oligo scrambled (SCR), o 
no transfectadas (NT) y se procedió del mismo modo que en (A). Los niveles de expresión de la proteína Ire1 se detectaron 
mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. (Panel 
inferior) Células MDA-MB231 se transfectaron como en (B) y se trataron con tapsigargina a 50nM durante 7,15 y 20 horas. 
Transcurrido ese tiempo lo niveles de procesamiento de XBP1 (XBP1s) fueron analizados por RT-PCR y posteriormente 
cuantificados con respecto a XBP1u. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. (C) 
Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a ATF6, el oligo scrambled (SCR), o no 
transfectadas (NT) y se procedió del mismo modo que en (A). Los niveles de RNA mensajero de ATF6 se detectaron 
mediante RT-qPCR. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. 
 
Estos resultados junto con los datos expuestos anteriormente que señalaban la necesidad de inhibir 
simultáneamente las rutas apoptóticas intrínseca y extrínseca (Figura 51) nos hicieron pensar, que 
quizá la UPR inducida por tapsigargina en células tumorales de mama triple negativas, podría estar 
participando tan solo en la regulación de una de las dos vías. Razón por la cual, su bloqueo no supone 
una reducción significativa en la apoptosis inducida por estrés en el retículo endoplasmático.  
Numerosas evidencias confirman el papel crucial de la ruta de PERK/ATF4/CHOP en la muerte celular 
inducida por estrés in vitro e in vivo (Iurlaro & Muñoz Pinedo 2015). Se ha descrito que ATF4 puede 
incrementar los niveles de Noxa y mediar de este modo la apoptosis en muchos sistemas, entre ellos, 
la muerte celular por privación de nutrientes o por tratamiento con el inhibidor de la glicosilación: 2-
deoxiglucosa (Ramírez-Peinado et al. 2011). Por otro lado, también se ha descrito que la ruta de 
PERK/ATF4/CHOP induce el incremento en los niveles de TRAIL-R2/DR5 y la activación de caspasa 8 
(Martín-Pérez et al. 2014; Yamaguchi & Wang 2004).  
Por ello y para profundizar en el papel de la UPR en la regulación de la apoptosis inducida por 
tapsigargina en células tumorales de mama triple negativas, diseñamos experimentos de 
silenciamiento mediante RNA de interferencia combinando la inhibición de la ruta de PERK con 
proteínas implicadas en la ruta apoptótica intrínseca y extrínseca. De este modo,  silenciamos en 
células MDA-MB231, las proteínas ATF4 y caspasa 8 por separado y en combinación sin obtener 
inhibición alguna de la apoptosis inducida por tapsigargina (Figura 54A), lo que sugiere que la ruta de 
PERK no está participando en la activación de la ruta intrínseca. Silenciamos entonces las proteínas 
ATF4 y Noxa y observamos como la inhibición de la expresión de Noxa y ATF4 por separado no afecta 
a la sensibilidad de las células MDA-MB231 a tapsigargina. Sin embargo la inhibición conjunta de 
ambas proteínas reduce significativamente la apoptosis inducida por estrés en el RE (Figura 54B). 
Estos resultados confirman la necesidad de inhibir ambas vías para bloquear la apoptosis inducida 
por tapsigargina y sugieren que la ruta de PERK/ATF4/CHOP podría estar participando en la 
regulación de la ruta apoptótica extrínseca, puede que a través del incremento en los niveles de 
TRAIL-R2/DR5 y de la consiguiente activación de caspasa 8.  




Figura 54: Papel de ATF4 en la apoptosis inducida por tapsigargina. (A) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el 
oligo de interferencia frente a ATF4 y caspasa 8 (C8), el oligo scrambled (SCR), o no transfectadas (NT) a una concentración 
de 100nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Tras este tiempo las células fueron tratadas o 
no con tapsigargina (TG) a 50nM durante 48 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por 
citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al 
menos 3 experimentos independientes. Los niveles de expresión de las proteínas ATF4 y caspasa 8 se detectaron mediante 
western-blot tras 30 horas de transfección. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. (B) Células MDA-
MB231 fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a ATF4 y Noxa, el oligo scrambled (SCR), o no transfectadas 
(NT) e igual que en (A). Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. Los 
niveles de expresión de las proteínas ATF4 y Noxa se detectaron mediante western-blot tras 30 horas de transfección. Los 
niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. 
 
Para confirmar esta hipótesis, determinamos en primer lugar, si el tratamiento con tapsigargina 
incrementaba los niveles de TRAIL-R2/DR5 y observamos cómo, en modelos de células tumorales de 
mama triple negativas: MDA-MB231 y BT549, el tratamiento con tapsigargina induce la expresión del 
receptor TRAIL-R2/DR5 de TRAIL en la superficie celular así como a nivel de proteína total. Sin 
embargo, este incremento no se observó en  la línea tumoral de mama luminal T47D (Figura 55A, B). 
Por último, diseñamos experimentos de silenciamiento mediante RNA de interferencia frente a la 
proteína ATF4 que demostraron como en células MDA-MB231, el incremento en los niveles de 
expresión de TRAIL-R2/DR5 en respuesta a un tratamiento con tapsigargina se encuentra regulado 
por el factor de transcripción ATF4 (Figura 55C). 
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Figura 55: Papel de ATF4 en la apoptosis inducida por tapsigargina. (A) Células MDA-MB231, BT549 y T47D fueron tratadas 
o no (NT)  con tapsigargina (TG) a una dosis de 100nM durante 15 horas Transcurrido ese tiempo la expresión en la 
superficie celular de TRAIL-R2  fue analizada por citometría de flujo con el anticuerpo específico TRAIL-R2-PE tal y como se 
describe en materiales y métodos. Células incubadas con la inmunoglobulina IgG-PE se emplearon como control de 
fluorescencia basal. Los datos mostrados son representativos de al menos 3 experimentos independientes. (B) Células 
MDA-MB231, BT549 y T47D fueron tratadas con tapsigargina (TG) a 100nM durante los tiempos indicados. Transcurrido ese 
tiempo se detectaron los niveles de expresión de TRAIL-R2/DR5 mediante western-blot. Los niveles de GAPDH se 
emplearon como control de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos 3 experimentos independientes. 
(C) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a ATF4 o el oligo scrambled (SCR), a una 
concentración de 50nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Transcurrido este tiempo las 
células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 50nM durante 15 y 24 horas. Los niveles de expresión de las proteínas 
ATF4, TRAIL-R2 y Noxa se detectaron mediante western-blot tal y como se especifica en materiales y métodos. Los niveles 
de GAPDH se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos 3 experimentos 
independientes. 
 
En conjunto, estos resultados indican que en respuesta a tapsigargina, se produce en células 
tumorales triple negativas un incremento mediado por ATF4 de los niveles de TRAIL-R2/DR5, que 
provocarían una mayor activación de caspasa 8 y  de la ruta apoptótica extrínseca, en comparación 
con lo que se observa en la línea T47D de células tumorales luminales.  
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Nuestros datos sugieren que esta mayor activación de la ruta extrínseca en respuesta a tapsigargina 
junto con los elevados niveles basales de Noxa presentes en células triple negativas serían los 
responsables de la mayor sensibilidad de estas células a agentes inductores de estrés en el RE. Para 
comprobarlo, determinamos mediante experimentos de silenciamiento por RNA de interferencia, 
como la inhibición simultánea de  caspasa 8 y la proteína BH3-only Noxa provoca una reducción en 
los niveles de apoptosis inducidos por tapsigargina que podemos reproducir cuando inhibimos 
conjuntamente la expresión de Noxa y TRAIL-R2/DR5 o Noxa y ATF4 (Figura 56 A, B). 
 
Figura 56: La ruta de ATF4 regula la activación de la ruta extrínseca (A) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el 
oligo de interferencia frente a TRAIL-R2, caspasas 8 (C8), Noxa y ATF4, el oligo scrambled (SCR) o no transfectadas (NT), a 
una concentración de 100nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. Transcurrido este tiempo 
las células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 50nM durante 48 horas. La apoptosis se midió como el porcentaje 
de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los histogramas muestran los 
valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. (B) Células MDA-MB231 fueron transfectadas como en (A). 
Los niveles de expresión de las proteínas TRAIL-R2, caspasas 8 (C8), Noxa y ATF4, se detectaron mediante western-blot tal y 
como se especifica en materiales y métodos. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. Los datos 
mostrados son representativos de al menos 3 experimentos independientes. 
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En resumen, podemos confirmar que la mayor sensibilidad a estímulos de estrés en el retículo 
observado en células tumorales de mama triple negativas en comparación con células tumorales 
luminales se debe por un lado a una mayor activación de la ruta de PERK/ATF4/CHOP que provoca el 
incremento en los niveles totales de TRAIL-R2/DR5 y en la superficie celular lo que conduciría a una 
mayor activación de caspasa 8 que, junto con la presencia de unos niveles basales mayores de 





Figura 57: Mecanismo de sensibilización a estrés en el retículo endoplasmático en células tumorales de mama triple 
negativas. Un tratamiento prolongado con estímulos inductores de estrés en el RE provoca la acumulación de proteínas mal 
plegadas, que son detectadas por al menos tres proteínas sensoras presentes en el RE: Ire1, ATF6 y PERK. PERK  fosforila a 
eIF2α que por un lado va a inhibir la síntesis global de proteínas y por otro induce la expresión de ATF4 que a su vez induce 
la transcripción de su principal gen diana CHOP. CHOP se une entonces al promotor del gen de TRAIL-R2/DR5 
incrementando la expresión de este y promoviendo la activación de caspasa 8, que junto con la activación de la ruta 
mitocondrial mediada por los elevados niveles basales de Noxa, provocan la muerte celular por apoptosis. 
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4.5  cFLIP regula la muerte por estrés en el RE en células tumorales de mama. 
Estudios  previos describen en líneas tumorales humanas de diverso origen (pulmón, hígado y 
mieloma) y en líneas epiteliales humanas de mama transformadas con una forma constitutivamente 
activa del receptor de ERBB2/Her2 (MCF10A pNeuT) una regulación de la apoptosis inducida en 
respuesta a estímulos prolongados de estrés en el retículo endoplasmático, mediada exclusivamente 
por la ruta extrínseca (Lu et al. 2014; Martín-Pérez et al. 2014). Por ello nos preguntamos ¿Por qué 
las líneas tumorales de mama triple negativas no mueren exclusivamente por la ruta extrínseca tal y 
como se ha descrito previamente en otros modelos? 
Con la intención de responder esta pregunta diseñamos una cinética en respuesta a tapsigargina en 
células MDA-MB231 y células MCF10A pNeuT y analizamos la expresión de proteínas clave de la ruta 
extrínseca. De este modo observamos como el tratamiento con tapsigargina promueve un 
incremento similar en los niveles de expresión de TRAIL-R2/DR5 en ambas líneas. Sin embargo y 
sorprendentemente, la reducción en los niveles de FLIP(L) que acompaña el aumento de TRAIL-
R2/DR5 en las células MCF10A pNeuT no se observa en la línea tumoral de mama MDA-MB231 
(Figura 58A). Dados estos resultados, decidimos analizar que ocurría con los niveles del cFLIP en 
respuesta a un tratamiento de estrés en el retículo endoplasmático en células BT549 y T47D, otros 
dos modelos de células humanas tumorales de mama y de nuevo comprobamos como los niveles de 
expresión  de cFLIP permanecen invariables tras el tratamiento prolongado con tapsigargina (Figura 
58B). 
 
Figura 58: En células tumorales de mama el tratamiento con tapsigargina no afecta a los niveles de FLIP (L). (A) Células 
MDA-MB231 y MCF10A pNeuT fueron tratadas con tapsigargina (TG) a una dosis de 50nM durante 7,15 y 20 horas. 
Transcurrido ese tiempo los niveles de expresión de FLIP y TRAIL-R2/DR5 se determinaron mediante western-blot. Los 
niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. (B) Células BT549 y T47D fueron tratadas con tapsigargina (TG) a 
una dosis de 100nM durante 15,24 y 48 horas. Transcurrido ese tiempo los niveles de expresión de FLIP se determinaron 
mediante western-blot. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son 
representativos de al menos 3 experimentos independientes. 
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cFLIP es uno de los principales inhibidores de la apoptosis inducida por receptores de muerte. Por 
ello y con objeto de analizar si cFLIP podría estar jugando un papel en la regulación de la apoptosis 
inducida por estrés en el retículo endoplasmático, diseñamos experimentos de silenciamiento 
mediante RNA de interferencia frente a la proteína FLIP (L) y observamos como en ausencia de 
FLIP(L) la muerte inducida por tapsigargina se acelera e incrementa en comparación con la células 
transfectadas con el oligo control (Figura 59A).  
 
Figura 59: El silenciamiento de FLIP (L) acelera la apoptosis inducida por tapsigargina en células MDA-MB231. (A) Células 
MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de interferencia frente a FLIP (L) ,TRAIL-R2, caspasas 8 (C8), el oligo 
scrambled (SCR) o no transfectadas (NT), a una concentración de 100nM durante 30 horas tal y como se especifica en 
materiales y métodos. Transcurrido este tiempo las células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 50nM durante 24 
horas. La apoptosis se midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en 
materiales y métodos. Los histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. Los 
niveles de expresión de las proteínas cFLIP, TRAIL-R2y caspasas 8 (C8), se detectaron mediante western-blot tal y como se 
especifica en materiales y métodos. Los niveles de GAPDH se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son 
representativos de al menos 3 experimentos independientes. (B) Células MDA-MB231 fueron transfectadas con el oligo de 
interferencia frente a FLIP (L), ATF4, CHOP y el oligo scrambled (SCR) como en (A). Los niveles de expresión de las proteínas 
FLIP, ATF4 y CHOP se detectaron mediante western-blot tal y como se especifica en materiales y métodos. Los niveles de 
Tubulina se emplearon como control de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos 3 experimentos 
independientes.  
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Además, en ausencia de la proteína FLIP, la apoptosis inducida por tapsigargina se reduce 
significativamente si se silencia de forma simultánea Caspasa 8 o TRAIL-R2/DR5 (Figura 59A).  De 
igual manera, en ausencia de la proteína FLIP la apoptosis inducida por tapsigargina se reduce si 
silenciamos las proteínas de la UPR ATF4 y CHOP (Figura 59B).  
Por último quisimos comprobar si este fenómeno era extensible a otros modelos de células humanas 
tumorales de mama. Con este fin, reproducimos los experimentos de silenciamiento mediante RNA 
de interferencia frente a las proteínas de la ruta extrínseca cFLIP, Caspasa 8 y TRAIL-R2/DR5 en 
células tumorales de mama T47D y MDA-MB468.  
 
Figura 60: FLIP(L) regula la apoptosis inducida por tapsigargina en células tumorales de mama (A) Células T47D fueron 
transfectadas con el oligo de interferencia frente a FLIP (L) ,TRAIL-R2, caspasas 8 (C8), el oligo scrambled (SCR) o no 
transfectadas (NT), a una concentración de 100nM durante 30 horas tal y como se especifica en materiales y métodos. 
Transcurrido este tiempo las células fueron tratadas o no con tapsigargina (TG) a 100nM durante 24 horas. La apoptosis se 
midió como el porcentaje de células en subG1 por citometría de flujo tal y como se describe en materiales y métodos. Los 
histogramas muestran los valores +/- SEM de al menos 3 experimentos independientes. (B) Células MDA-MB468 fueron 
transfectadas como en (A). Los niveles de expresión de las proteínas cFLIP, TRAIL-R2 y caspasas 8 (C8), se detectaron 
mediante western-blot tal y como se especifica en materiales y métodos. Los niveles de GAPDH se emplearon como control 
de carga. Los datos mostrados son representativos de al menos 3 experimentos independientes 
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Tal y como se puede observar en la figura 60 y de acuerdo con los resultados previos, la reducción en 
los niveles de FLIP previo al tratamiento con tapsigargina incrementa la sensibilidad de ambos 
modelos celulares. Además este incremento en la apoptosis inducida por tapsigargina se previene si 
silenciamos de manera simultánea a FLIP(L) alguna de las proteínas fundamentales de la ruta 
extrínseca Caspasa 8 o TRAIL-R2/DR5 (Figura 60A, B). 
Estos resultados nos permiten afirmar que, en ausencia de FLIP, el mecanismo encargado de regular 
el proceso de muerte en respuesta a estímulos prolongados de estrés en el retículo endoplasmático, 
en líneas celulares humanas tumorales de mama, depende de las proteínas de la ruta extrínseca: 
caspasa 8 y TRAIL-R2/DR5, así como de las proteínas de la UPR: ATF4 y CHOP, coincidiendo con los 
datos descritos previamente por otros autores (Lu et al. 2014; Martín-Pérez et al. 2014). 
En resumen, proponemos que el proceso implicado en la regulación de la apoptosis por estrés en el 
RE en células tumorales de mama, consta de 2 etapas. En un primer paso, tras un estímulo de estrés 
en el RE se induce la UPR y se activa un mecanismo de muerte dependiente de la ruta extrínseca que 
provoca un incremento en los niveles de expresión de TRAIL-R2/DR5, seguido de una mayor 
activación de caspasa 8 y la entrada en apoptosis. Sin embargo, si los niveles de FLIP permanecen 
suficientemente elevados como para inhibir la activación de caspasa 8, se impide la inducción de 
apoptosis, favoreciéndose la supervivencia celular y permitiéndose la adaptación a las nuevas 
condiciones de estrés. En un segundo paso y si el estrés perdura, los niveles de FLIP disminuyen, 
activándose la ruta extrínseca que, junto con la activación de la ruta intrínseca mitocondrial, 
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CAPITULO I: Papel de las rutas de señalización MAPK/ERK y PI3K/AKT en la 
señalización de apoptosis por el ligando TRAIL. 
La importancia de TRAIL como potencial agente terapéutico surge de su capacidad para ser 
selectivamente tóxico frente a células transformadas o tumorales pero no contra la mayoría de las 
células normales (Ashkenazi & Dixit 1998; Pitti et al. 1996; Wiley et al. 1995). Observaciones que 
fueron además confirmadas en estudios in vivo en los que TRAIL fue efectivo reduciendo el 
crecimiento del tumor sólido e induciendo la regresión tumoral en xenoinjertos (Walczak et al. 1999; 
Ashkenazi et al. 1999), sin la toxicidad sistémica observada con TNF y FAS/CD95.  
El mecanismo de esta sensibilidad diferencial fue inicialmente atribuido a la mayor expresión de los 
receptores “decoy” en células normales. Sin embargo, estudios posteriores no fueron capaces de 
correlacionar la expresión de estos receptores con la sensibilidad a TRAIL (Griffith et al. 1998; Zhang 
et al. 1999), surgiendo nuevas evidencias que sugerían que la resistencia a TRAIL podría encontrarse 
regulada intracelularmente (FLIP, XIAP, proteínas de la familia Bcl-2).  
La unión de TRAIL a sus receptores pro-apoptóticos, además de activar apoptosis de manera 
dependiente de caspasas, puede también inducir, a través de estos receptores, rutas no-canónicas de 
supervivencia o proliferación en células tumorales resistentes, de manera similar a las señales 
inducidas por TRAIL en células normales (Azijli et al. 2013). De acuerdo con esto, nosotros 
observamos que tanto en la línea normal epitelial de mama MCF10A, como en la línea tumoral de 
cáncer de cérvix HeLa, la adición de TRAIL a estos cultivos celulares produce una rápida activación 
tempana de rutas de quinasas, que requiere de la presencia de caspasa-8. En este sentido, se ha 
descrito que TRAIL induce en primer lugar la formación del complejo de muerte DISC que señaliza 
para apoptosis y posteriormente la formación de un complejo secundario intracelular, que carece del 
ligando y el receptor pero conserva a FADD y caspasa-8 junto con RIP1, TRAF2 y NEMO, que es el 
responsable de la activación de rutas de quinasas (Varfolomeev et al. 2005). 
Estudios previos con otros ligandos de la familia, también mostraron la importancia de la presencia 
de caspasa-8 no solo para la inducción de apoptosis, sino también para la activación de rutas de 
quinasas (Juo et al. 1998). Sin embargo, si la función de caspasa-8 es sólo como una proteína 
adaptadora o si se requiere su actividad enzimática para la señalización no apoptótica de TRAIL es un 
tema que todavía genera cierta controversia.  
La exposición de células al inhibidor general de caspasas: z-VAD, estabiliza el complejo primario y 
retrasa la formación del complejo secundario, demorando así la activación de rutas de quinasas por 
TRAIL (Varfolomeev et al. 2005). Asimismo, el silenciamiento de FLIP(L), una molécula que inhibe el 
     VII. DISCUSIÓN 
 
214 
reclutamiento y la activación de caspasa-8 en el DISC (Sharp et al. 2005), incrementa también la 
activación de quinasas por TRAIL (Varfolomeev et al. 2005), lo que sugiere la necesidad de la 
actividad caspasa-8 para la señalización no apoptótica de TRAIL. Además, dado que FADD también es 
necesario para la activación de estas rutas de quinasas (datos no mostrados) y forma parte del 
complejo secundario de TRAIL, la actividad enzimática de caspasa-8 también podría estar facilitando 
la disociación de FADD del receptor, aunque esto requiere de un estudio en mayor profundidad.  
Nuestros resultados indican que entre los eventos tempranos inducidos por TRAIL se produce una 
activación de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT tanto en células normales como en tumorales y que 
la inhibición de la activación de estas rutas con inhibidores específicos, favorece la sensibilización de 
las células a TRAIL. Estos datos sugieren un papel anti-apoptótico de estas rutas y, de hecho, son 
varios los estudios que muestran como la estimulación por TRAIL de diversas rutas de quinasas 
podrían estar iniciando mecanismos de retroalimentación para retrasar el inicio del proceso 
apoptótico (Park et al. 2005; Falschlehner et al. 2007). 
Por lo general, la activación de la ruta de MAPK/ERK por TRAIL, ha sido asociada con la estimulación 
de la supervivencia celular y la proliferación de las células tumorales. En este sentido se ha descrito 
que, el tratamiento con TRAIL induce la fosforilación de ERK1/2 en un panel de células humanas de 
melanoma con distintas sensibilidades a TRAIL y la inhibición de ERK1/2 provoca la reducción de los 
niveles de Bcl-2, Bcl-xl y Mcl-1, lo que explica el incremento de la apoptosis por la ruta mitocondrial 
inducida por TRAIL en estas células (Zhang et al. 2003). La proteína quinasa B (PKB) o AKT es una de la 
principales quinasas implicadas en la regulación de la supervivencia celular y elevados niveles de 
activación de esta ruta han sido asociados con la estimulación del crecimiento celular y la 
supervivencia de diversos tipos de cáncer (Vara et al. 2004).  
La activación de AKT tras el tratamiento de células tumorales con TRAIL se ha descrito en líneas 
celulares de cáncer de mama, ovario y NSCLC (del inglés, Non-Small Cell Lung Cancer) resistentes a 
TRAIL y, en estas células, la inhibición de AKT inducía la sensibilización a la apoptosis (Xu et al. 2010; 
Azijli et al. 2012). De la misma manera, en células tumorales de colon, la inhibición de las rutas de 
MAPK/ERK y PI3K/AKT potenció la apoptosis inducida por TRAIL, mostrando que es el balance entre 
las rutas apoptóticas y de supervivencia lo que determina el destino de la célula en respuesta a  
TRAIL (Vaculová et al. 2006). 
Por tanto, y de acuerdo con estos datos, nuestros resultados sugieren que la unión de TRAIL a sus 
receptores pro-apoptóticos, estaría activando simultáneamente una ruta canónica cuya finalidad es 
la inducción de apoptosis y un conjunto de rutas no canónicas cuya función sería la de inhibir o 
retrasar la entrada en apoptosis de la célula, actuando como mecanismo de control que regula que la 
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célula únicamente muera cuando se dan las condiciones estrictamente necesarias ya que, si el 
estímulo apoptótico permanece y la activación de caspasas es lo suficientemente fuerte, la apoptosis 
prevalecería. Sin embargo, aún no se conocen con claridad los mecanismos moleculares que vinculan 
los eventos relacionados con la señalización de apoptosis y la activación de estas quinasas. En este 
sentido, nuestros datos muestran como en células normales, la inhibición de la activación de las rutas 
de MAPK/ERK y PI3K/AKT por TRAIL favorece la formación del complejo inductor de muerte (DISC), 
apreciándose un mayor reclutamiento de las proteínas TRAIL-R2, FADD y pro-caspasa 8, aunque los 
cambios más significativos se producían en los niveles de FADD que aumentaban considerablemente 
en comparación con los niveles detectados en células no tratadas con los inhibidores de ambas rutas. 
Este incremento en los niveles de proteína adaptadora, permitiría un mayor reclutamiento de 
caspasa-8 en el DISC y por consiguiente una mayor activación e inducción de la apoptosis. Datos 
previos en la literatura apoyan nuestros hallazgos, al sugerir la posibilidad de que las rutas de 
supervivencia puedan directamente influir sobre los eventos más tempranos de la formación del 
DISC. Este es el caso de la proteína quinasa C (PKC), cuya activación inhibe el procesamiento de la 
caspasa-8 y la sensibilidad de las células a TRAIL debido a una reducción en el reclutamiento de FADD 
en el DISC (Meng et al. 2002; Harper et al. 2003), lo que proporciona un papel fundamental para PKC 
en la modulación de los componentes del DISC. 
Además se ha descrito, que la activación de PKC inhibe la apoptosis inducida por TRAIL a nivel de la 
mitocondria, impidiendo la translocación de Bax, de manera dependiente de la ruta de MAPK (Sarker 
et al. 2002; Zhang et al. 2003). Asimismo, se ha observado como la activación de la ruta de MAPK 
podrían estar inhibiendo la activación de apoptosis al impedir la translocación de Bid truncado a la 
mitocondria sin afectar a su procesamiento (Ortiz-Ferrón et al. 2006). De esta manera, se plantean 
dos posibles puntos de regulación de la apoptosis inducida por TRAIL controlados por la activación de 
rutas de quinasas: uno a nivel apical durante la formación del DISC y un segundo a nivel de la 
mitocondria, lo que garantiza que el proceso de muerte tan solo se produzca cuando la intensidad 
del estímulo apoptótico o su duración permitan el escape de este mecanismo de control. 
Debido a que ambas rutas (apoptótica y  no apoptótica), se activan de manera simultánea, el efecto 
que estas rutas de quinasas ejercen sobre los componentes de la señalización apoptótica debe ser 
inmediato, lo que nos sugiere la posibilidad de que se estén promoviendo determinadas 
modificaciones post-traduccionales sobre los principales componentes encargados de iniciar toda la 
maquinaria de muerte celular. En este sentido, se ha sugerido que las rutas de PI3K/AKT  y 
MAPK/ERK pueden suprimir la actividad de caspasa-9, -8 y -3 a través de fosforilaciones directas en 
serina/treonina en estos sustratos apoptóticos (Alvarado-Kristensson et al. 2004; Allan et al. 2003), 
aunque el papel de estas modificaciones en la actividad caspasa sigue siendo aún objeto de estudio.  
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En células de adenocarcinoma de próstata: DU-145, se ha descrito que la activación de AKT por TRAIL 
se encuentra mediada por la tirosina quinasa Src y la inhibición tanto de AKT como de Src potencia la 
apoptosis inducida por TRAIL (Song et al. 2010). En línea con esto, se ha observado que la quinasa Src 
puede fosforilar a la caspasa-8 en la Tirosina-380 impidiendo la apoptosis inducida por activación del 
receptor de muerte CD95/Fas (Cursi et al. 2006), debido a que la fosforilación de la procaspasa-8 en 
este residuo impide su completa activación en el DISC (Powley et al. 2016). Del mismo modo, cabe la 
posibilidad de que estas rutas estén alterando el estado de fosforilación de la proteína adaptadora 
FADD, aunque no parece que esto afecte a la afinidad de FADD por el DISC (Harper et al. 2003; 
Scaffidi et al. 2000). En cambio, se ha descrito que la fosforilación de FADD en la Serina 194 es 
esencial para el crecimiento y la proliferación celular (Scaffidi et al. 2000; Hua et al. 2003; Alappat et 
al. 2003), por lo que podría estar implicado en otras funciones no apoptóticas dirigidas por estas 
quinasas. 
Por último, la activación de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT, podría estar afectando al estado de 
fosforilación de los receptores pro-apoptóticos de TRAIL y con ello al punto de partida de la 
señalización de apoptosis por TRAIL.  Se ha identificado la internalización de los receptores de TRAIL 
como un mecanismo de resistencia de ciertas células tumorales a la apoptosis (Kohlhaas et al. 2007; 
Zhang & Zhang 2008). Nuestros datos muestran, en cambio, que estas rutas no afectan al proceso de 
internalización del receptor pro-apoptótico TRAIL-R2. Sin embargo, aunque TRAIL-R2 es el principal 
receptor pro-apoptótico en células MCF10A, no podemos descartar la posible participación de TRAIL-
R1 en todo este proceso.  
En resumen, podemos concluir que las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT además de su papel en la 
regulación del ciclo celular, el metabolismo y la diferenciación celular, también pueden actuar 
modulando la apoptosis inducida por los receptores de muerte de TRAIL, aunque conocer el 
mecanismo implicado y la regulación del complejo inductor de muerte en estas células en respuesta 
a TRAIL, requiere de un estudio en mayor profundidad. Proponemos por tanto que en respuesta a 
TRAIL se establece un balance y una relación cruzada entre la señalización apoptótica y no 
apoptótica, de forma que en un primer momento la activación por TRAIL de rutas de quinasas estaría 
inhibiendo la formación del DISC, retrasando la activación de caspasa-8, proporcionando de esta 
manera cierto periodo de tiempo que permita a la célula adaptarse a las nuevas condiciones. Esta 
regulación de la apoptosis inducida por TRAIL está presente tanto en líneas tumorales como en líneas 
normales lo que sugiere que los mecanismos pro-tumorogénicos presentes en las líneas tumorales, 
forman parte de la señalización fisiológica normal de las células no transformadas que la emplean 
como mecanismos de protección frente a los niveles basales de TRAIL circulante o expresado en 
células efectoras del sistema inmune, impidiendo que la célula entre en apoptosis.  
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El uso de tratamientos combinados de TRAIL con inhibidores de rutas de señalización antiapoptóticas 
como las rutas MAPK/ERK y PI3K/Akt se ha propuesto como posible terapia frente a células 
tumorales resistentes a TRAIL. Sin embargo, los resultados anteriores demuestran que la aplicación 
simultánea de TRAIL y los inhibidores de estas rutas activan de manera clara la señalización 
apoptótica de TRAIL en células tumorales y no tumorales, lo que desaconsejaría el uso de estos 
tratamientos en clínica. Resultados de nuestro laboratorio previos a esta tesis indicaban que en 
células humanas no tumorales de mama dependientes de EGF para su crecimiento, la inhibición 
prolongada de la actividad tirosina quinasa del receptor EGFR por privación de EGF en el medio de 
cultivo o por tratamiento con Gefitinib, hacía a estas células completamente resistentes a la acción 
proapoptótica de TRAIL (Yerbes et al. 2012). Una consecuencia importante de la inhibición del EGFR 
es la inhibición de rutas de señalización que emanan del mismo como son PI3K/Akt y MAPK/ERK 
(Yerbes et al. 2012). Es decir, a diferencia de la sensibilización a TRAIL que ocurre en tratamientos 
simultáneos con TRAIL e inhibidores de estas rutas, la inhibición sostenida de las mismas, da lugar a 
una resistencia marcada a TRAIL en células no tumorales. La pregunta que nos hicimos en esta tesis 
es si existía el mismo comportamiento frente a una inhibición previa y prolongada de estas rutas de 
señalización en la sensibilidad a TRAIL de diversas células tumorales. Nuestros resultados muestran 
que la inhibición prolongada de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT ejerce efectos opuestos en líneas 
normales y tumorales en cuanto a su sensibilidad a TRAIL. 
En líneas no-transformadas, la ruta de MAPK/ERK está controlando negativamente los niveles de FLIP   
lo que concuerda con resultados previos de nuestro grupo en el que se demuestra como la retirada 
prolongada de EGF o la inhibición de la señalización del EGFR, induce resistencia a TRAIL en células 
no tumorales epiteliales de mama, a través del incremento en los niveles de cFLIP(L) y la inhibición 
temprana de la activación de la caspasa-8 (Yerbes et al. 2012). Además, en células MCF10A se ha 
demostrado como la ausencia de FLIP(L) induce apoptosis mediada por TRAIL endógeno y reduce el 
número de acinos en cultivos tridimensionales (Yerbes et al. 2011) lo que sugiere el papel de FLIP en 
la supervivencia de las células. También hemos observado que tanto la retirada de EGF como la 
inhibición específica de la ruta de ERK induce parada en G1/S (datos no mostrados) que correlaciona 
directamente con la sensibilidad de estas células a TRAIL. En células T periféricas, se ha demostrado 
con agentes bloqueantes del ciclo, que las células paradas en G1 contiene niveles elevados de la 
proteína FLIP, mientras que células paradas en fase S presentan niveles bajos de FLIP (Algeciras-
Schimnich et al. 1999), por lo que no podemos descartar un posible mecanismo de resistencia a 
apoptosis relacionado con una parada en el ciclo celular que pudiera de algún modo también afectar  
a los niveles de FLIP. 
     VII. DISCUSIÓN 
 
218 
Por su parte, en líneas tumorales de diverso origen, hemos observado que en contraste con lo que 
ocurría en líneas normales, la ruta de ERK no afecta a los niveles de FLIP. De hecho, nuestro grupo ha 
demostrado como en líneas normales, la ruta de ERK  mantiene elevados los niveles de c-myc, que 
van regular negativamente los FLIP (Yerbes et al. 2012), lo que concuerda con datos previos que 
muestran como c-myc puede unirse y reprimir el promotor de cFLIP, sensibilizando las células a la 
apoptosis inducida por TRAIL (Ricci et al. 2004). Por otro lado, en líneas tumorales esta ruta se 
encuentra frecuentemente disociada de la regulación de los niveles de FLIP que podría encontrarse 
regulada por otra ruta de supervivencia (Gibson 2004). Sin embargo, nuestros resultados indican que 
el silenciamiento de c-myc mediante RNA de interferencia, no afecta a los niveles de FLIP, lo que 
sugiere además la existencia de un mecanismo completamente diferente de regulación de los niveles 
de FLIP en líneas tumorales. Además observamos cómo, tan solo en líneas tumorales, la inhibición de 
la ruta de PI3K/AKT reducía los niveles proteína de FLIP(L) aunque no los de RNA mensajero. cFLIP es 
una proteína de vida media corta, que se sintetiza y degrada constantemente por el proteasoma 
(Poukkula et al. 2005) lo que plantea una posible regulación a nivel de proteína mediada por la ruta 
de PI3K/AKT que requiere de un estudio en mayor profundidad.  
Finalmente nos preguntamos, ¿Qué ocurriría si trasladamos estos datos a un contexto más cercano a 
lo fisiológico? El crecimiento de células de mama en cultivos en 3D, permiten la reorganización 
celular en estructuras similares al epitelio glandular, proporcionado un modelo de estudio del 
comportamiento celular en un contexto biológico más relevante. En estas condiciones de cultivo en 
3D, las células normales epiteliales proliferan y se organizan formando estructuras esféricas 
denominadas acinos, caracterizados por tener un lumen central, rodeado de una capa de células 
polarizadas, una membrana basal y poseer un preciso control del crecimiento y la proliferación 
celular. Por su parte, las células tumorales de mama no van a formar acinos sino que desarrollan 
estructuras de células no polarizadas (Debnath et al. 2003; Debnath & Brugge 2005).  
Datos publicados por el grupo de Mina Bissell muestran que los acinos formados a partir de células 
normales no activan la ruta de MAPKs tras una estimulación con EGF, mientras que las estructuras 
irregulares correspondientes al cultivo de células tumorales en 3D, mantiene la habilidad de 
responder a EGF activando la ruta de MAPK (Wang et al. 1998; Weaver et al. 2002). De este modo y 
según nuestra hipótesis en un tejido in vivo, las células normales organizadas en acinos presentarían 
elevados niveles de FLIP(L) debido a la ausencia de señalización de la ruta de ERK, lo que provocaría 
la resistencia de éstas células a la apoptosis inducida por TRAIL, mientras que las células tumorales 
estas rutas se encuentran generalmente desreguladas, manteniendo los niveles de FLIP bajos, lo que 
favorecería una mayor sensibilidad de estas células a TRAIL. 
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Todo esto plantea nuevos puntos de estudio que relacionen la polaridad y la proliferación celular con 
los niveles de FLIP y la sensibilidad de las células a la apoptosis por activación de receptores 
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CAPITULO II: Regulación por el oncogén ErbB2/Her2 de la activación de apoptosis 
por TRAIL en células epiteliales de mama humanas. 
Para estudiar los mecanismos que regulan la sensibilidad diferencial a TRAIL de células normales y 
tumorales, empleamos un modelo previamente descrito de transformación oncogénica in vitro, 
basado en células humanas epiteliales de mama MCF10A que han sido modificadas para 
sobreexpresar el receptor tirosina quinasa (RTK) ErbB2 de rata (Haenssen et al. 2010): Células 
MCF10A retroviralmente transformadas con una forma wt de ErbB2 (NeuN) o con una forma 
mutante constitutivamente activa del ErbB2 (NeuT).   
Etapas tempranas del cáncer de mama se caracterizan por un incremento en la proliferación de 
células epiteliales y una pérdida de la organización acinar denominada DCIS (del inglés, Hyperplasia 
and Ductal Carcinoma In Situ). ErbB2 se encuentra amplificado y sobreexpresado en un 20-80% de 
los casos de DCIS y la sobreexpresión de ErbB2 correlaciona con un mal pronóstico de nódulos 
tumorales positivos (Muthuswamy et al. 2001). Por esta razón elegimos este modelo de 
transformación oncogénica in vitro que nos va a permitir conocer la contribución específica de ErbB2 
a la transformación del epitelio mamario y la sensibilidad a la apoptosis inducida por TRAIL.    
Las células no transformadas de mama MCF10A requieren EGF para proliferar (Soule et al. 1990). En 
cultivos en dos dimensiones adoptan una morfología epitelial, mientras que si se cultivan en tres 
dimensiones, creciendo sobre matrigel, desarrollan estructuras acinares compuestas por células 
epiteliales polarizadas que dejan de crecer (Petersen et al. 1992) y que mimetizan a los acinos 
presentes en la mama adulta. El epitelio mamario adulto se encuentra organizado en conductos y 
lóbulos. Los conductos terminan en estructuras altamente ramificadas conocidos como TDLU (del 
inglés, Terminal Ductal Lobular Unit) cuya unidad individual se denomina acino (Muthuswamy et al. 
2001). Nuestros resultados muestran como, de acuerdo con datos recientemente descritos, las 
células MCF10A transformadas con la forma wt de ErbB2 (NeuN) adoptan en dos dimensiones, una 
morfología epitelial muy similar a su homólogo parental MCF10A, mientras que las células que 
sobreexpresan la forma mutada y constitutivamente activa de ErbB2 (NeuT) se caracterizan por su  
morfología tipo fibroblástica, que sugiere que han podido experimentan una transición epitelio-
mesénquima (Tchafa et al. 2015), la cual queda confirmada por la expresión de marcadores 
mesenquimales y  factores de transcripción de EMT (EMT-TFs). 
En cuanto al cultivo de estas células en tres dimensiones, observamos como las células MCF10A 
pNeuN crecen formando estructuras de acinos anormales agregados (que denominaremos como 
estructuras multiacinares), con un retraso en la formación del lumen. Por su parte, las células 
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MCF10A pNeuT, desarrollan un fenotipo más agresivo con un comportamiento similar al carcinoma 
ductal invasivo (IDC, del inglés, Invasive Ductal Carcinoma) con protusiones invasivas, propio del 
crecimientos de células malignas, caracterizado por la pérdida de polaridad apico-basal, la 
desorganización celular y  la formación de túbulos que se ramifican y se infiltran caprichosamente en 
el estroma de alrededor (Pal & Kleer 2014). Resultado similares se obtuvieron en células MCF10A que 
expresan de manera estable una quimera inducible del receptor ErbB2 de rata denominada: p75.B2, 
cuya homodimerización se promueve por la unión del ligando sintético AP1510 (Muthuswamy et al. 
1999). La activación del ErbB2 en los acinos ya formados inducía una proliferación descontrolada, 
una alteración de la organización epitelial normal y protección frente a la apoptosis que permitía la 
supervivencia celular en el interior del lumen del acino, lo que provocaba la formación de estructuras 
multiacinares (Muthuswamy et al. 2001). Además estos cambios se correspondían con los 
observados en las lesiones hiperplásicas inducidas por la expresión de ErBb2 en la glándula mamaria 
de ratones transgénicos (Andrechek et al. 2000).  
Sin embargo, existen algunas diferencias entre ambos modelos. Por un lado, a pesar de que la 
activación de este ErbB2 quimérico induce la pérdida de las uniones estrechas y de la polaridad apical 
en cultivos convencionales, no se produce una transformación fenotípica completa, como en el caso 
de las NeuT (Haenssen et al. 2010), ya que las células MCF10A p75.B2 mantienen sus propiedades 
epiteliales y son incapaces de invadir la membrana basal o desarrollar un crecimiento independiente 
de anclaje (Muthuswamy et al. 2001). Además,  la activación de p75.B2 no es suficiente para inducir 
un comportamiento invasivo en matrigel, que si podemos observar en las células MCF10A pNeuT, 
sino que el comportamiento se asemeja más al que nosotros observamos en células MCF10A pNeuN 
que sobreexpresan la forman wt de ErbB2. En conjunto, podemos afirmar  que la homodimerización 
de ErbB2 fuerza al acino a reiniciar su proliferación y perder su organización tridimensional,  
induciendo un fenotipo característico de una etapa temprana o premaligna del cáncer de mama que 
indica una transformación celular inducida por el oncogen y la expresión constitutivamente activa de 
ErBb2 provoca cambios en la organización de células no tumorales epiteliales de mama en cultivos 
bi- y tridimensionales equivalentes  a los observados en etapas tumorales malignas.  
Los tumores sólidos consisten en una mezcla de poblaciones heterogéneas de células dentro de las 
cuales una pequeña población denominada células madre cancerígenas (CSCs, del inglés, Cancer 
Stem Cells) es la responsable del crecimiento y mantenimiento del tumor (Al-Hajj & Clarke 2004). En 
este sentido, se ha demostrado la existencia de poblaciones celulares tumorales tumorogénicas o no 
tumorogénicas, aisladas de tumores de mama humanos, caracterizándose el conjunto de células con 
capacidad para formar nuevos tumores como CD24-/low/CD44+  (Al-Hajj et al. 2003).  
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Nosotros observamos como la activación constitutiva de ErbB2 en células MCF10A epiteliales de 
mama, favorece la adquisición de características de célula madre tales como el crecimiento en 
mamosferas y un enriquecimiento en células progenitoras o células madre de mama CD24-/low/CD44+. 
Numerosas evidencias indican que ErbB2 es un importante regulador de la población de CSCs en 
tumores de mama (Paik et al. 2008; Ithimakin et al. 2013), de manera que la sobreexpresión de 
ErbB2 incrementa y el bloqueo de ErbB2 reduce la población de CSC en líneas tumorales de mama y 
en xenoinjertos en ratón (Korkaya et al. 2008). En este sentido, también se ha demostrado como la 
activación de la ruta de señalización de RAS/MAPK en células no tumorogénicas epiteliales de mama: 
HMEC y MCF10A, favorece la adquisición de propiedades de propiedades progenitoras mediado por 
la inducción de EMT (Morel et al. 2008; Morel et al. 2012). 
A pesar del éxito de la terapia hormonal para los tumores ER+ (del inglés, estrogen receptor) y los 
agentes anti Her2, muchas mujeres con cáncer de mama que reciben estas terapias sufren recaídas y 
además prácticamente todos aquellos casos con tumores de mama en estados avanzados desarrollan 
resistencia a estas terapias dirigidas y a la quimioterapia, por lo que el tumor de mama metastásico 
resulta incurable (Korkaya & Wicha 2013). Nosotros observamos cómo tanto en cultivos 
convencionales como tridimensionales las células MCF10A pNeuT son significativamente más 
sensibles que las células MCF10A y las células MCF10A pNeuN, a la apoptosis inducida por TRAIL.  
Nuestros resultados indican que la mayor sensibilidad a TRAIL de las células que expresan la forma 
constitutivamente activa de ErbB2 no se debe a la adquisición de un fenotipo mesenquimal ni a la 
inducción de un proceso de transición epitelio-mesénquima (EMT), ya que ni el silenciamiento del 
factor de transcripción Snail, ni el estudio de la sensibilidad a TRAIL en otro modelo de transición 
epitelio-mesénquima en células epiteliales de mama HMEC, sugirieron la existencia de un vínculo 
entre la EMT y la señalización apoptótica de TRAIL. En la literatura podemos encontrar diversos 
trabajos que sugieren la existencia de una posible relación entre los procesos asociados con el 
desarrollo de la EMT y el sistema TRAIL. Por una parte se ha descrito que células tumorales de mama 
triple negativas con fenotipo mesenquimal son más sensibles a la apoptosis inducida por TRAIL que 
las que presentaban un fenotipo epitelial (Rahman et al. 2009). Además, la deficiencia en el receptor 
pro-apoptótico de TRAIL en un modelo de carcinoma celular escamoso en ratón, promueve la 
formación de metástasis en nódulos linfáticos sin afectar al desarrollo del tumor primario, lo que 
sugiere un posible papel para el sistema TRAIL como supresor selectivo de metástasis (Grosse-Wilde 
et al. 2008). En contraposición, recientemente se ha descrito en células tumorales que la EMT  
específicamente reduce la señalización apoptótica a través de los receptores pro-apoptóticos TRAIL-
R1 y TRAIL-R2 debido a la ausencia de la proteína de adhesión celular E-caderina, por lo que el 
     VII. DISCUSIÓN 
 
224 
“clustering” de los receptores se encontraría inhibido y con ellos se produciría un menor ensamblaje 
del complejo inductor de muerte DISC y una menor activación de caspasa-8 (Lu et al. 2014).  
Por otra parte, la activación constitutiva de ErbB2 provoca una desregulación de las rutas de 
señalización intracelulares que controlan el metabolismo celular, el crecimiento y la proliferación 
(Citri & Yarden 2006). De esta manera, una de las principales consecuencias de la sobreexpresión de 
este receptor es la estimulación constitutiva de las rutas de quinasas MAPK/ERK y PI3K/AKT con la 
consiguiente activación de la serina/treonina quinasa mTOR, un regulador fundamental de la síntesis 
de macromoléculas, la autofagia, la proliferación celular y el metabolismo celular (Polak & Hall 2009). 
De acuerdo con datos previos publicados, en las células que sobreexpresan la forma mutada y 
constitutivamente activa de ErbB2 (NeuT) la ruta de ERK1/2 no se inhibe por retirada de EGF y al 
contrario de lo que ocurre en células MCF10A y MCF10A pNeuN, la privación de EGF no reduce la 
sensibilidad de las células a TRAIL, sugiriendo que la activación constitutiva de la ruta de ERK1/2 y la 
expresión de c-myc en estas células es responsable del mantenimiento de los niveles de FLIP(L) bajos 
y la sensibilidad a TRAIL es independiente del aporte de EGF (Yerbes et al. 2012). 
Sin embargo, el análisis de la inhibición específica de las rutas MAPK/ERK, PI3K/AKT en el modelo de 
transformación tumoral MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT reveló que de acuerdo con los resultados 
descritos en el capítulo anterior en diferentes líneas epiteliales de mama no tumorales, la inhibición 
de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT, así como la inhibición de la actividad tirosín quinasa de ErbB2, 
protege a las células de la apoptosis inducida por TRAIL mediante el incremento en la expresión de la 
proteína anti-apoptótica FLIP(L). Por su parte, la inhibición específica de mTOR también bloqueó 
significativamente la sensibilidad de las células MCF10A a TRAIL, aunque no se observaron cambios 
en los niveles de FLIP(L), lo que sugiere la existencia de un mecanismo alternativo de regulación de la 
sensibilidad a TRAIL en este modelo celular.  
La diana de Rapamicina en células de mamíferos: mTOR, es un regulador de la autofagia (Sarkar 
2013) y la traducción de proteínas dependiente de cap (Polak & Hall 2009), por lo que su inhibición, 
podría afectar directamente a los niveles de receptores pro-apoptóticos favoreciendo su degradación 
mediante un mecanismo dependiente de autofagia o afectando a la traducción de proteínas. En este 
sentido, datos previos del grupo mostraban como la transformación oncogénica por Ras, bloqueaba 
la autofagia inducida por TRAIL y favorecía la sensibilidad de estas células al ligando de muerte (datos 
no publicados). Además, se ha asociado la tumorogénesis mamaria con defectos en la respuesta 
autofágica(Gozuacik & Kimchi 2004) y se ha descrito que los tumores de mama ErbB2 positivos son 
deficientes en la inducción de autofagia (Lozy et al. 2014). No obstante, el papel de mTOR en la 
regulación de la sensibilidad de las células a TRAIL requiere de un estudio en mayor profundidad. 
                         REGULACIÓN MÚLTIPLE DE LA FUNCIÓN DEL SISTEMA TRAIL EN APOPTOSIS 225 
Por último, el análisis de la sensibilidad a TRAIL del modelo de transformación tumoral MCF10A 
mock/wtHER2/p95HER2 nos muestra un patrón de respuesta a TRAIL en cultivos convencionales 
similar al que obtenemos en células MCF10A pBabe/pNeuN/pNeuT. En cuanto a la sensibilidad de 
estas células a TRAIL en cultivos tridimensionales, disponemos de datos preliminares que confirman 
lo observado en dos dimensiones, una sensibilidad a TRAIL más pronunciada en células wtHER2 que 
en células mock. Además, las células p95HER2 son las más sensibles, sin embargo y aunque de forma 
menos agresiva que las células pNeuT, las células p95 también presentan un crecimiento multiacinar 
que impide la cuantificación objetiva de la muerte (datos no mostrados). 
Finalmente y en relación al estado mesenquimal que presentan las células MCF10-A pNeuT, señalar 
que todas las células del modelo MCF10-A mock/wtHER2/p95HER2 presentan una morfología 
adoquinada típica epitelial y que el análisis preliminar de marcadores clásicos de transición epitelio 
mesénquima (E-Caderina, Ocludina, Snail y Zeb1) no muestra diferencia alguna (datos no mostrados). 
Lo que de nuevo nos permite disociar la mayor sensibilidad de las células que sobreexpresan el 
oncogén ErbB2 del estado mesenquimal de las mismas. 
En resumen, nuestros resultados indican que en líneas no tumorales epiteliales de mama existe una 
relación entre la activación del receptor de ERBB2 y la sensibilidad  a TRAIL, de manera 
independiente de la transición epitelio-mesénquima, aunque son necesarios más experimentos para 
tratar de demostrar por qué la sobreactivación de estas rutas comúnmente asociadas con 
supervivencia celular, favorecen la apoptosis inducida por TRAIL. 
 
 
                         REGULACIÓN MÚLTIPLE DE LA FUNCIÓN DEL SISTEMA TRAIL EN APOPTOSIS 227 
CAPITULO III: Estudio de la función reguladora del factor de crecimiento epidérmico 
(EGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-β) en la señalización de 
apoptosis por TRAIL. 
Durante los últimos años se han desarrollado numerosos estudios preclínicos dirigidos a demostrar 
cómo TRAIL y anticuerpos agonistas frente a los receptores pro-apoptóticos TRAIL-R1 y TRAIL-R2 
inducen apoptosis en células tumorales sin afectar a la mayoría de las células normales (Ashkenazi & 
Dixit 1999; Walczak et al. 1999). Sin embargo, en estos prometedores ensayos clínicos no se han 
obtenido los resultados esperados debido entre otros factores, a la existencia de resistencia a TRAIL 
en muchos tumores primarios (Grosse-Wilde et al. 2008) por lo que, en la actualidad, se están 
desarrollando nuevas formulaciones que permitan incrementar la eficacia de las terapias basadas en 
APO2L/TRAIL (De Miguel et al. 2016) . Por otro lado, a pesar de todas las evidencias existentes sobre 
la regulación de la sensibilidad a TRAIL en células tumorales (Lemke et al. 2014), son muchas las 
incógnitas sin resolver relacionadas con cómo las células normales responden a la acción del ligando 
de muerte. 
Comprender las diferencias en la regulación  y mecanismos implicados en la respuesta de células 
tumorales y normales a TRAIL, permitiría el desarrollo de terapias antitumorales más  eficientes y 
dirigidas. En este sentido, nuestro grupo recientemente ha demostrado que la activación del 
receptor de EGF (EGFR) reduce la expresión de cFLIP potenciando la sensibilidad de células humanas 
epiteliales de mama no transformadas a la apoptosis inducida por TRAIL (Yerbes et al. 2012). 
Además, la sensibilidad de células epiteliales de mama dependiente de EGF, a diferentes estímulos 
apoptóticos, entre los que se incluye TRAIL, es eliminada en cultivos tridimensionales (3D) (Weaver 
et al. 2002). Por otro lado, también se ha descrito que los niveles de TRAIL incrementan durante el 
proceso de morfogénesis de células epiteliales de mama favoreciendo la inducción de un proceso de 
autofagia, que junto con elevados niveles de Bim permite la formación del lumen del acino (Reginato 
et al. 2005; Mills et al. 2004). En este sentido, en células MCF10A, la sobreexpresión del inhibidor de 
caspasa-8: FLIP(L), retrasa la formación del lumen en cultivos tridimensionales (Yerbes et al. 2011), lo 
que sugiere que la ruta extrínseca de apoptosis tiene un papel en la formación de los acinos durante 
el proceso de morfogénesis normal de la mama. 
El factor β de crecimiento transformante (TGFβ, del inglés Transforming growth  factor-β) ejerce 
múltiples funciones en células epiteliales de mama. TGFβ, es un potente inhibidor del crecimiento en 
etapas tempranas del cáncer de mama, pero también puede contribuir a la progresión del tumor, 
promoviendo la invasión y la metástasis en etapas más avanzadas (Moses & Barcellos-hoff 2011).  
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En este capítulo, nosotros hemos analizado la relación entre EGF y TGF-β en la regulación de la 
apoptosis inducida por TRAIL en células no tumorales epiteliales de mama dependientes de EGF 
observando cómo, el tratamiento con TGF-β reduce significativamente la activación de caspasa-8 en 
el DISC y en consecuencia la apoptosis inducida por TRAIL. Sorprendentemente, la menor sensibilidad 
de estas células a TRAIL no se encontraba asociada a una reducción a nivel de proteína de los 
principales componentes del DISC, lo que nos sugería la existencia de un mecanismos alternativo 
implicado en la inhibición por TGF-β de la señalización temprana de TRAIL. 
El análisis de los niveles en membrana del principal receptor pro-apoptótico de estas células: TRAIL-
R2, nos mostró que el tratamiento con TGF-β promovía una reducción en su expresión en la 
superficie celular que correlacionaba con una acumulación de TRAIL-R2 en compartimentos 
intracelulares. Además observamos, cómo la inhibición de la activación de caspasa-8 inducida por 
TRAIL, se encuentra directamente relacionada con la disminución en los niveles de TRAIL-R2 en la 
superficie celular. En este sentido, se ha descrito que una reducción en los niveles en la superficie 
celular de los receptores pro-apoptóticos de TRAIL, es suficiente para que células tumorales 
adquieran resistencia a la apoptosis inducida por TRAIL, sin importar el estado de otros componentes 
implicados en la señalización pro-apoptótica (Twomey et al. 2015).  
Entre los posibles mecanismos implicados en la reducción de los niveles de receptores pro-
apoptóticos en la superficie celular, encontramos dos posibilidades. Por un lado, la expresión de los 
receptores de muerte en la superficie celular depende de la translocación de la proteína desde el 
retículo endoplasmático-aparato de Golgi (RE-Golgi) hacia la membrana plasmática (Schneider-
Brachert et al. 2013).  TGF-β podría estar bloqueando o inhibiendo el tráfico de proteínas al exterior 
impidiendo su localización en la superficie celular y con ello la apoptosis inducida por TRAIL.  De 
hecho, se ha descrito que fallos en el transporte de los receptores de muerte desde la red trans-Golgi 
hacia la membrana plasmática están implicados en la resistencia de diferentes líneas celulares a 
TRAIL (Símová et al. 2008). Sin embargo, el hecho de que TGF-β pueda estar afectando o no a esta 
maquinaria de transporte reduciendo así los niveles de TRAIL-R2 en células humanas epiteliales de 
mama, es un asunto que requiere de una investigación en mayor profundidad. 
Por otro lado, también se ha demostrado en diversas líneas tumorales que la resistencia a TRAIL 
puede deberse a un proceso de internalización de los receptores de TRAIL, que puede producirse de 
manera constitutiva o mediada por la unión del ligando de muerte, disminuyendo la capacidad de 
TRAIL para inducir apoptosis (Zhang & Zhang 2008; Akazawa et al. 2009; Zhang et al. 2009), a 
diferencia de lo que se ha descrito para los receptores de TNFα y de FasL (Schneider-Brachert et al. 
2013).  
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En la búsqueda del mecanismo implicado en la reducción de los niveles de expresión en la superficie 
de TRAIL-R2 observado en células epiteliales de mama tratadas con TGF-β, observamos que TGF-β 
inducía la expresión de TRAIL, lo que nos permitió plantear la posibilidad de si este aumento en la 
expresión del ligando de muerte, podría estar mediando bien la internalización que comentábamos 
anteriormente o si podría estar ejerciendo un efecto desensibilizador sobre TRAIL-R2 (Flusberg et al. 
2013). Sin embargo, ni el silenciamiento de la expresión de TRAIL con RNAs de interferencia ni el 
tratamiento con TRAIL-R2-Fc inhibió la reducción de los niveles de TRAIL-R2 en células tratadas con 
TGF-β, lo que excluye la posibilidad de una internalización inducida por ligando como mecanismo que 
explique la acumulación intracelular del receptor de muerte.  
Además de la disminución en los niveles de expresión de TRAIL-R2, hemos demostrado que el 
tratamiento con TGF-β, potencia el flujo autofágico, que va a contrarrestar la activación de apoptosis 
por TRAIL. En conjunto, nuestros resultados muestran en células humanas epiteliales de mama, una 
nueva función citoprotectora de TGF-β, que se opone a la inducción de apoptosis por TRAIL, 
favoreciendo la supervivencia mediada por un incremento en el flujo autofágico. En contraste, en 
células de carcinoma hepatocelular y mamario, se ha observado que la activación de autofagia por 
TGF-β participa en la inhibición del crecimiento y favorece la apoptosis (Kiyono et al. 2009; Suzuki et 
al. 2010), lo que sugiere la existencia de una regulación diferencial de la señalización dependiente de 
TGF-β en células normales y tumorales. 
En células endoteliales humanas, se ha descrito que la autofagia inducida por TGF-β favorece la 
supervivencia celular a través de un mecanismo que implica la activación transcripcional del gen de 
Beclina1 (Pan et al. 2015).  Además, previamente nuestro grupo también ha demostrado el papel 
citoprotector de la autofagia en la inhibición de la apoptosis inducida por TRAIL, en células humanas 
epiteliales de mama (Herrero-Martín et al. 2009) y en otros sistemas se ha observado cómo la 
autofagia puede promover la degradación de la caspasa-8 activa previniendo la muerte inducida por 
TRAIL (Hou et al. 2010). Actualmente desconocemos el mecanismo por el que la autofagia inducida 
por TGF-β protege de la apoptosis inducida por TRAIL en nuestro sistema. Se ha descrito en células 
tumorales de mama, que la autofagia  también puede participar en la regulación de la dinámica de 
los receptores de TRAIL,  (Di et al. 2013), sin embargo, nosotros no observamos relación entre los 
niveles de TRAIL-R2/DR5 en la superficie celular y la inducción de autofagia. 
Por último, se ha descrito que TGF-β es un potente inductor de transición epitelio-mesénquima 
(EMT) en diferentes sistemas, proceso que en células tumorales contribuye a la adquisición de un 
fenotipo metastásico (Massagué 2012; Fabregat et al. 2014).  
     VII. DISCUSIÓN 
 
230 
Recientemente se ha demostrado que, la disminución en los niveles de E-caderina como 
consecuencia de la inducción de un proceso de EMT estimulado por TGF-β o por otros tratamientos, 
favorece la resistencia de diversas líneas celulares tumorales a la apoptosis inducida por TRAIL (Lu et 
al. 2014). En el presente trabajo, nosotros demostramos que en células no tumorales epiteliales de 
mama, la adquisición de un fenotipo de resistencia a TRAIL inducido por TGF-β precede a la 
reducción de la expresión de E-caderina que acompaña a la activación de un proceso de EMT, ya que 
ni la inhibición mediante siRNA de interferencia de la expresión de E-caderina, ni la incubación con 
un anticuerpo bloqueante de la función de E-caderina, es suficiente para conferir resistencia a la 
apoptosis inducida por TRAIL en células MCF10A dependientes de EGF. Además, células NeuT que 
presentan fenotipo mesenquimal y han perdido la expresión de E-caderina, son extremadamente 
sensibles a la acción de TRAIL y el tratamiento con TGF-β inhibe igualmente la apoptosis inducida por 
TRAIL, lo que proporciona nuevas evidencias sobre la existencia de un mecanismo de resistencia a 
TRAIL inducido por TGF-β independiente de E-caderina y de nuevo sugiere que el mecanismo de 
activación de apoptosis por TRAIL claramente difiere entre células tumorales y no tumorales. 
En resumen, nuestros resultados indican que en células no tumorales epiteliales se mama, la 
regulación de la sensibilidad a TRAIL inducida por TGF-β se produce a través de un mecanismo 
independiente de la activación de un programa de EMT. Asimismo, nuestros datos revelan la 
existencia un mecanismo pleiotrópico de resistencia a TRAIL que requiere de la activación de una 
autofagia citoprotectora y de la reducción de los niveles del receptor pro-apoptóticos de TRAIL que 
junto con otros factores tales como aumento en los niveles del  proteínas antiapoptóticas como FLIP 
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CAPITULO IV: Papel del sistema TRAIL en el destino celular tras estrés en el retículo 
endoplasmático. 
El retículo endoplasmático (RE) es un orgánulo fundamental para la regulación de la ruta secretora 
de proteínas y como almacén de calcio. Alteraciones fisiológicas o patológicas en el ambiente celular 
y fluctuaciones en los niveles de nutrientes, pueden perturbar la capacidad de plegamiento de 
proteínas del RE, provocando una acumulación de proteínas mal plegadas que denominamos  como 
estrés en el RE (Wang & Kaufman 2014).  
La habilidad de las células para detectar y responder al estrés de su entorno es esencial para el 
mantenimiento de la homeostasis y va a determinar el destino celular. El microambiente tumoral se 
caracteriza por una pobre vascularización, bajos niveles de oxígeno, privación de nutrientes y pH 
ácido, circunstancias que provocan la acumulación de proteínas mal plegadas, induciendo estrés en 
el RE y la activación de la UPR, que en primera instancia actuará como mecanismo de adaptación al 
estrés promoviendo la supervivencia de las células tumorales, incrementando su agresividad y la 
resistencia a agentes quimioterapéuticos (Wang & Kaufman 2014; Clarke et al. 2014). Sin embargo, si 
el estrés se prolonga o se intensifica será esta misma respuesta, la que va a activar la maquinaria 
apoptótica y con ello la muerte celular (Jäger et al. 2012). En base a esto, se ha propuesto la 
regulación de estrés en el RE como terapia antitumoral, de manera que tanto la inhibición como la 
inducción de la activación de la UPR, va a favorecer específicamente la muerte de células tumorales 
que requieren de esta respuesta para sobrevivir (Healy et al. 2009). 
Los tumores de mama triple negativos todavía suponen un reto importante ya que no pueden ser 
tratados con las terapias dirigidas con agentes anti Her2 o con terapia hormonal, debido a la ausencia 
de receptores de estrógenos, progesterona y del factor humano de crecimiento epidérmico, por lo 
que el único tratamiento posible es la quimioterapia convencional y se necesitan encontrar nuevas 
aproximaciones terapéuticas (Schneider et al. 2008).  
En este trabajo, hemos analizado el efecto de estímulos inductores de estrés en el RE, en células 
tumorales de mama triple negativas y luminales. Nuestros resultados mostraron una mayor 
sensibilidad  a la apoptosis inducida por estímulos de estrés en el RE, de varias líneas tumorales de 
mama triple negativas (TNBC, del inglés, Triple Negative Breast Cancer Cells) respecto a líneas 
tumorales de mama luminales, mediante un mecanismo que implica la activación de la ruta 
intrínseca y extrínseca de apoptosis.  
Recientemente se ha descrito, que las células mesenquimales secretan una mayor cantidad de 
proteínas, por lo que presentan unos niveles basales de activación de la UPR, necesarios para la 
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supervivencia celular y por esta razón, son más sensibles a estrés en el RE que células control 
epiteliales. Estos mismos resultado se reproducían en modelos de líneas celulares tumorales de 
mama triple negativos frente a células tumorales luminales (Feng et al. 2014).  
Generalmente, la muerte inducida por estrés en el RE se produce a través de la regulación de 
proteínas de la familia Bcl-2 (Bim,  Noxa y Puma) e implica una apoptosis mitocondrial (Urra et al. 
2013). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que el estrés en el RE también puede inducir la 
activación de los receptores pro-apoptóticos de TRAIL y la activación de caspasa-8 (Yamaguchi & 
Wang 2004; Martín-Pérez et al. 2014; Lu et al. 2014). 
Datos previos del grupo, demostraban que células MCF10A que sobreexpresan una forma mutada y 
constitutivamente activa del oncogén ErbB2, presentan una activación mayor en respuesta a estrés 
en el RE de la ruta de PERK/ATF4/CHOP que las células control, que induce un incremento en la 
expresión de TRAIL-R2 y favorece la activación de la ruta apoptótica mitocondrial de forma 
dependiente de caspasa-8. Además, la inhibición de la actividad de las rutas de MAPK/ERK, AKT y 
mTOR prevenía la desregulación de la ruta PERK/ATF4/CHOP/TRAIL-R2 y la sensibilidad de las células 
transformadas con la forma mutante de ErbB2 (Martín-Pérez et al. 2014). Asimismo, se ha descrito 
en diversas líneas celulares tumorales, que estímulos persistentes de estrés en el RE sensibilizan a la 
apoptosis a través de la inducción de TRAIL-R2 dependiente de UPR y la activación de caspasa-8 (Lu 
et al. 2014). Nuestros resultados en cambio muestran, que el silenciamiento mediante RNA de 
interferencia de caspasa-8, no es suficiente para bloquear la inducción de apoptosis inducida por 
estímulos de estrés en el RE, lo que nos sugería la existencia de un mecanismo de muerte inducida 
por estrés en el RE, diferente al previamente descrito.  
Dada la implicación de la mitocondria en la apoptosis  inducida en respuesta a estímulos de estrés en 
células tumorales epiteliales de mama, realizamos un estudio por RT-MLPA de la expresión génica de 
genes relacionados con la apoptosis, entre los que se incluían miembros de la familia Bcl-2, sin 
obtener diferencias significativas en la expresión de éstos entre ambas líneas en respuesta a un 
tratamiento con tapsigargina. No obstante, se observaron sutiles diferencias en la inducción de los 
RNA mensajero de Noxa y Puma, así como mayores niveles basales en la expresión de RNA 
mensajeros de genes de las BH3-only: Noxa, BNIP2 y BAX. Las proteínas BH3-only: Noxa, Bim y Puma 
se han descrito como las principales implicadas en la muerte celular inducida por estrés en el RE 
(Puthalakath et al. 2007; Li et al. 2006). Sin embargo y a pesar de su inducción en respuesta a 
tratamientos inductores de estrés en el RE, la reducción de los niveles de expresión de estas 
proteínas tampoco es suficiente para reducir la sensibilidad de estas células a estrés en el RE. 
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Finalmente, demostramos que la inducción de estrés en el RE, activa las rutas apoptóticas extrínseca 
y mitocondrial, siendo necesaria la inhibición simultánea de ambas, para bloquear la muerte celular.  
En cuanto al mecanismo responsable de esta sensibilidad diferencial a estrés en el RE entre líneas 
tumorales de mama triple negativas y líneas tumorales luminales, nuestros datos muestran una 
activación diferencial de ATF4 y del procesamiento de XBP1 entre células triple negativas versus 
células luminales. Sin embargo, el silenciamiento mediante RNA de interferencia de las proteínas 
fundamentales de cada uno de los brazos de la UPR, no redujo la sensibilidad a agentes inductores de 
estrés en el RE, lo que sugería que podrían estar tan solo regulando una de las rutas apoptóticas. 
Tanto ATF4/CHOP como IRE-1 se han descrito como mediadores de la muerte celular inducida por 
estrés en el RE a través de la ruta mitocondrial (Shore et al. 2011; Logue et al. 2013), que implica a los 
miembros de la familia Bcl-2: Bak y Bax responsables de la permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa (MOMP) (Tait & Green 2010).  
La inducción de CHOP, es uno de los principales eventos implicados en la activación de apoptosis en 
respuesta a estrés en el RE. En este sentido, uno de los mecanismos de muerte celular mejor 
estudiados es la regulación de los niveles de diversos miembros de la familia Bcl-2. De esta manera, 
en respuesta a estrés en el RE,  CHOP puede reducir la expresión de Bcl-2 sensibilizando a la 
apoptosis (McCullough et al. 2001) o puede incrementar la expresión de algunos miembros pro-
apoptóticos de la familia Bcl-2 (proteínas BH3-only), como Bim, Puma y Noxa (Puthalakath et al. 
2007; Reimertz et al. 2003). Por su parte, la ruta de IRE-1 aunque principalmente se encuentra 
relacionada con el mantenimiento de la supervivencia celular, incrementando la regulación de genes 
implicados en el plegamiento de proteínas (Lin et al. 2007), también se ha descrito que puede inducir 
apoptosis a través de la activación de JNK (Urano et al. 2000; Han et al. 2009).  
Nuestros resultados muestran que la ruta de ATF4-CHOP no está regulando la activación de la ruta 
mitocondrial, sino que está actuando a nivel de activación de la ruta extrínseca de apoptosis, 
observándose únicamente una inhibición de la sensibilidad a tapsigargina, cuando se silencian 
simultáneamente las proteínas ATF4 y Noxa. De esta manera, demostramos que la activación 
diferencial en respuesta a estrés en el RE, de la ruta ATF4/CHOP induce un incremento en los niveles 
de expresión de TRAIL-R2 que provoca una mayor activación de caspasa-8 y de la ruta apoptótica 
extrínseca. Estos datos concuerdan con estudios previos, en los que se demuestra que el estrés en el 
RE induce muerte celular mediada por un incremento en la expresión de los receptores de muerte 
(Iurlaro & Muñoz Pinedo 2015). En este sentido, se ha descrito en diversas líneas celulares tumorales 
que el estrés en el RE inducido por un tratamiento con tapsigargina, provoca muerte celular mediada 
por CHOP que va a regular la actividad del promotor de TRAIL-R2 incrementando sus niveles de 
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expresión e induciendo apoptosis dependiente de caspasa-8 (Yamaguchi & Wang 2004; Martín-Pérez 
et al. 2014; Lu et al. 2014). Datos previos del grupo mostraban como el tratamiento con tunicamicina 
y tapsigargina, sensibilizaba a líneas celulares humanas, trasformadas o no transformadas a la 
apoptosis inducida por TRAIL (Martín-Pérez et al. 2012). Sin embargo, el mecanismo de muerte 
inducido por estrés en el RE es independiente del ligando de TRAIL (Martín-Pérez et al. 2014; Lu et al. 
2014). Se ha demostrado,  que la expresión ectópica de TRAIL-R2 es suficiente para inducir apoptosis 
en ausencia de ligando (Sheridan et al. 1997). Además,  se ha descrito que receptores de la familia de 
TNF pueden formar el DISC de manera independiente de ligando, mediante la asociación homotípica 
de los receptores a través de los dominios PLAD (Sheridan et al. 1997). 
En contraste y  a pesar de las marcadas diferencias observadas en la activación de la ruta de IRE-1 en 
líneas tumorales de mama triple negativas frente a líneas tumorales luminales, no hemos conseguido 
revelar el papel de IRE-1 en la inducción de apoptosis por estrés en el RE en éstas células, ya que el 
silenciamiento conjunto de IRE-1 con caspasa-8 o Noxa no mostró efecto alguno, lo que sugiere que 
no está participando en la activación de ninguna de las rutas apoptóticas. Estos datos, concuerdan 
con los previamente descritos en el modelo de células ErbB2, en el que tras un tratamiento con 
tapsigargina  se observaba una activación más prolongada de la ruta de Ire-1, aunque la señalización 
de apoptosis era independiente de esta ruta (Martín-Pérez et al. 2014). Por otra parte, 
recientemente se ha descrito, que la activación de la UPR como consecuencia de un estímulo de 
estrés en el RE persistente, además de promover el incremento en la expresión de  TRAIL-R2 
mediado por CHOP,  también induce la activación de la ruta de IRE1α, que va a contrarrestar el 
aumento en la expresión de TRAIL-R2, actuando como mecanismo anti-apoptótico que proporciona 
un periodo de tiempo mayor para la adaptación (Lu et al. 2014).   
En cuanto a la activación de la ruta intrínseca, nuestros resultados muestran unos niveles basales e 
inducidos de Noxa en respuesta a estrés en el RE responsables de la sensibilización a apoptosis de 
células tumorales triple negativas en respuesta a tapsigargina. Sin embargo, desconocemos el 
mecanismo por el que el estrés en el RE regula la apoptosis mediada por Noxa en estas células. La 
sobrexpresión de Mcl-1, se ha descrito en diversos tumores sólidos y hematológicos y es uno de los 
genes más frecuentemente amplificados en tumores humanos (Beroukhim et al. 2010; Wei et al. 
2012). Mcl-1 es una proteína anti-apoptótica de vida media corta, cuya estabilidad se ve rápidamente 
comprometida por problemas en la maquinaria responsable de la traducción de proteínas. En este 
sentido se ha demostrado que en respuesta a un tratamiento con tapsigargina, la activación de la 
ruta de PERK provoca la inhibición de la síntesis general de proteínas, ocasionando una disminución 
en los niveles de  Mcl-1 (Allagnat et al. 2011). Además se ha descrito en diversas líneas tumorales de 
mama triple negativas, una amplificación de la expresión de Mcl-1 que correlaciona con la mayor 
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resistencia a apoptosis (Goodwin et al. 2015). Por su parte, Noxa es una proteína BH3-only pro-
apoptótica que interacciona específicamente con Mcl-1 en respuesta a estímulos apoptóticos 
induciendo la degradación por el proteasoma de Mcl-1 (Czabotar et al. 2007). Por ello nosotros 
proponemos que en condiciones de estrés en el RE persistente, se favorece la transcripción de Noxa 
que va a secuestrar a Mcl-1, permitiendo la oligomerización de Bax y Bak en la mitocondria y con ello 
la liberación de citocromo-c y la apoptosis. Sin embargo, debido a los elevados niveles basales de 
Noxa presentes en las células TNBC: MDA-MB231, nos preguntamos ¿Por qué estas células requieren 
de un estímulo externo para la inducción de muerte por la vía mitocondrial? Estudios previos en la 
literatura muestran que en líneas celulares leucémicas que proliferan activamente y células T 
primarias, CDK5 de manera dependiente de glucosa fosforila a Noxa en la serina 13 (S13) y lo que 
provoca que éste se encuentre secuestrado en el citosol (Lowman et al. 2010). Nuestra hipótesis 
propone, que en condiciones basales Noxa estaría secuestrado o retenido en otro compartimento 
celular y tan solo cuando se produce un estímulo de estrés lo suficientemente fuerte, entonces viaja 
a la mitocondria secuestrando y degradando a Mcl-1 y permitiendo la activación de la apoptosis por 
la ruta intrínseca. No obstante esta es una hipótesis que requiere todavía de un estudio en mayor 
profundidad. 
Por último, a diferencia del mecanismo de muerte por estrés en el RE completamente dependiente 
de caspasa-8, descrito en líneas tumorales de diverso origen y en un modelo de transformación 
oncogénica por ErbB2 (Lu et al. 2014; Martín-Pérez et al. 2014). Nuestros resultados indican, la 
necesidad de bloquear simultáneamente la activación de ambas rutas, que convergen en la 
permeabilización de la mitocondria, para inhibir la apoptosis por estrés en el RE. Por ello y dado que 
la regulación de los niveles de TRAIL-R2 por CHOP se confirma en todos los estudios, analizamos el 
comportamiento de la proteína cFLIP, observando los niveles de cFLIP(L)  permanecían prácticamente 
invariables en respuesta al tratamiento con tapsigargina, al contrario de lo que ocurría en células 
MCF10-A NeuT (Martín-Pérez et al. 2014). 
La señalización apoptótica, se inhibe a nivel del DISC por la proteína cFLIP (Irmler et al. 1997), por lo 
que nos preguntamos si la presencia de la proteína cFLIP o el retraso en su degradación en respuesta 
a estrés en el RE, podría estar inhibiendo la activación de la ruta extrínseca de apoptosis a pesar del 
incremento en los niveles de TRAIL-R2. De acuerdo con esto, nuestros datos confirman que en líneas 
tumorales de mama, la ausencia de la proteína cFLIP(L), favorece la apoptosis inducida por 
tapsigargina, la cual se produce en un menor periodo de tiempo y es completamente dependiente de 
la inhibición de la ruta extrínseca y de la activación de la ruta de ATF4-CHOP. No obstante, aún no se 
conoce el mecanismo responsable de la regulación de los niveles de FLIP en condiciones de estrés en 
el RE en líneas tumorales de mama. 
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De esta manera, proponemos que en líneas tumorales de mama, el mecanismo implicado en la 
inducción de apoptosis por estrés en el RE consta de dos etapas.  En primer lugar, se produce una 
rápida activación de la UPR que va a provocar un incremento en los niveles de TRAIL-R2 mediado por 
la ruta de ATF4/CHOP permitiendo la activación de caspasa-8 en el DISC y la apoptosis. Sin embargo, 
las líneas tumorales de mama han adquirido la capacidad de mantener elevados por más tiempo los 
niveles de la proteína anti-apoptótica cFLIP, lo que retrasa la activación del DISC y favorece la 
supervivencia celular proporcionando tiempo para que la célula trate de solventar la situación de 
estrés y se adapte. No obstante, si el estrés perdura se activa un segundo mecanismo que implica la 
activación de la ruta mitocondrial mediado por la inducción de una proteína pro-apoptótica BH3-only 
como Noxa, que junto con una reducción en los niveles de cFLIP promueve la activación de la ruta  
extrínseca e inducen la muerte celular.  
Por tanto, este estudio muestran un nuevo mecanismo de muerte celular inducido por estrés en el 
RE en células tumorales de mama y proporcionan un papel fundamental a la proteína anti-apoptótica 
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CONCLUSIONES 
A continuación se exponen las conclusiones obtenidas a partir de los resultados mostrados en el 
presente trabajo. 
1. En células humanas epiteliales de mama, TRAIL activa las rutas de señalización de MAPK/ERK y 
PI3K/AKT de manera dependiente de caspasa-8. 
2. Estas rutas de señalización desempeñan un papel dual en la regulación de la apoptosis por TRAIL 
en células no tumorales, pro-apoptótico regulando negativamente los niveles de cFLIP(L) y anti-
apoptótico reduciendo la formación del DISC en respuesta a TRAIL. 
3. En células tumorales, la activación de éstas rutas de señalización presenta un papel 
fundamentalmente anti-apoptótico y existe una regulación diferencial de los niveles de cFLIP(L)  y de 
la sensibilidad a TRAIL entre líneas normales y tumorales. 
4. La transformación de células humanas epiteliales de mama con una forma mutada y 
constitutivamente activa del oncogén ErbB2/Neu/Her2 (NeuT), promueve la adquisición de un 
fenotipo tumorogénico e incrementa la sensibilidad a la apoptosis inducida por TRAIL de manera 
independiente del estado mesenquimal de éstas. 
5. La mayor activación de las rutas de MAPK/ERK y PI3K/AKT favorece la apoptosis inducida por TRAIL 
en células MCF10A pNeuT a través de la regulación negativa de los niveles de FLIP(L). La ruta de 
mTOR también afecta a la sensibilidad a TRAIL aunque mediante un mecanismo independiente de 
cFLIP. 
6. En células humanas no tumorales epiteliales de mama, TGF-β reduce la sensibilidad a la apoptosis 
inducida por TRAIL, mediante la inducción de un mecanismo de autofagia citoprotectora y la 
reducción específica de los niveles de TRAIL-R2 en la superficie celular. 
7. El mecanismo de resistencia a TRAIL inducido por TGF-β es independiente de los niveles 
endógenos de TRAIL así como de la presencia de la proteína E-caderina y del estado mesenquimal de 
las células.  
8. Las líneas tumorales de mama triple negativas se sensibilizan a la apoptosis inducida por estrés en 
el RE a través de un mecanismo que implica la activación de la ruta extrínseca de TRAIL y de la ruta 
mitocondrial.  
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9. La activación de la ruta de ATF4-CHOP es responsable del incremento en la expresión de TRAIL-R2 
y de la consiguiente activación de caspasa-8. Por su parte, la activación de la ruta mitocondrial 
depende de la presencia de la proteína BH3-only Noxa. 
10. En células tumorales de mama, los niveles de cFLIP van a regular el destino celular en condiciones 
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